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ABREVIATURAS Y GLOSARIO 
 
GC: Cromatografía de gases 
FID: Detector de ionización de llama 
LD: Límite de detección 
LC: Límite de cuantificación 
LD50: Dosis letal 
OSP: Laboratorio de Ofertas y Servicios al Público, Facultad de Ciencias Químicas (Universidad 
Central del Ecuador). 
 
Alambique: instrumento utilizado para la destilación de líquidos, mediante el proceso de 
calentamiento. 
 
Alcohol etílico rectificado: es el producto obtenido mediante destilación y rectificación de mostos 
que han sufrido fermentación alcohólica, como también el producto de la rectificación de 
aguardientes naturales y que puede utilizarse en la elaboración de bebidas alcohólicas. 
 
Añejamiento: proceso que consiste en almacenar las bebidas alcohólicas por un período no menor 
de un año en barriles de roble, en los cuales por medio de interacciones fisicoquímicas, adquieren 
color y fundamentalmente se modifican ben sabor y olor hasta obtener sus cualidades distintivas. 
 
Congéneres: son los elementos volátiles diferentes al alcohol etílico, producidos en la 
fermentación y destilación de mostos de origen vegetal. También son denominados impurezas o 
sustancias volátiles. 
 
Derivatización: Técnica usada dentro de la química para modificar químicamente un compuesto 
para producir un derivado con nuevas propiedades que facilite o permita su análisis. En 
cromatografía de gases, significa transformar un compuesto poco volátil a uno más volátil y que 
permite su detección. 
 
Edad media ponderada de añejamiento: es la que se utiliza para mezclas de rones, se obtiene a 
partir del grado alcohólico (referido a una misma graduación), edad y proporción en volumen de 
cada uno de los rones. 
 
Melaza: residuo líquido espeso, dulce y oscuro, que resulta de la cristalización del azúcar. 
 
Mosto: zumo de la uva exprimido, sin fermentar. 
 xvii 
Orujo: es el residuo de las pieles y semillas que quedan de la uva, aceituna u otros frutos después 
de haber sido prensados y que todavía puede ser aprovechado para otros usos. Aguardiente de alta 
graduación que se obtiene del residuo de la uva por destilación. 
 
Poliimida: constituye un grupo de polímeros fuertes, resistentes al calor y agentes químicos. 
 
Rectificación: es un proceso de redestilación, mediante el cual se obtiene un alcohol de la más 
elevada concentración y de la mayor pureza posible. 
 
Título alcoholimétrico volúmico: en una mezcla de agua y alcohol, es la relación entre el volumen 
de alcohol, a la temperatura de 20 °C, contenido en esta mezcla y el volumen total de dicha mezcla 
a la misma temperatura. Su símbolo se expresa en % vol. 
 
Toxicomanía: es la adicción al consumo de sustancias dañinas, que producen efectos adversos en 
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Las bebidas alcohólicas son una mezcla de diferentes compuestos orgánicos, como: alcoholes, 
aldehídos, ésteres, cetonas y en mayor cantidad está el etanol. El compuesto que da a la bebida 
alcohólica características organolépticas en sabor y olor es el acetato de etilo que se forma durante 
las etapas de la fermentación natural y la destilación, incrementando su contenido en los procesos 
de añejamiento. 
 
El objetivo de la  investigación fue encontrar un método adecuado por cromatografía de gases para 
identificar este analito en las bebidas alcohólicas añejadas producidas en el Ecuador. 
 
El estudio se realizó en dos etapas; la primera consistió en determinar las condiciones 
cromatográficas para el horno, inyector y detector del cromatógrafo, flujos de aire y nitrógeno, 
mientras  que en la segunda etapa se analizaron muestras de ron a diferentes tiempos de 
añejamiento 3, 5 y 7 años, donde se consideró diferentes lotes de producción, y  se comprobó que 
el tiempo de añejamiento influye en el incremento de la concentración de acetato de etilo. 
 
El método cromatográfico tiene las siguientes  características, LD de 1,00 mg/100mL, LC de 3,3 
mg/100mL, recuperabilidad de 99,11%. Se confirmó que el método cromatográfico resulta ser 
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Alcoholic drinks are a mixture of different organic compounds such as alcohols, aldehydes, esters, 
ketones and in greater quantity is ethanol. The compound that gives the alcoholic beverage 
organoleptic taste and odor in ethyl acetate is formed during the stages of natural fermentation and 
distillation, increasing its content in the processes of aging. 
 
The objective of the research was to find an appropriate method by gas chromatography to identify 
the analyte in alcoholic beverages produced in Ecuador. 
 
The study was conducted in two stages: the first was to determine the chromatographic conditions 
for the oven, injector and detector of the gas chromatograph air and nitrogen flows, while in the 
second stage samples were analyzed at different times of aging 3, 5 and 7, where it is considered 
different production batches, and it was found that the aging time influences the increased 
concentration of ethyl acetate. 
 
The chromatographic method has the following characteristics, LD of 1.00 mg/100 mL, LC of 3.3 
mg/100 mL, recoverability of 99.11%. Confirmed that the chromatographic method is be best to 





























1.1 Planteamiento del problema 
 
Para las bebidas alcohólicas destiladas, la normativa ecuatoriana define entre los requisitos una 
regulación sobre la presencia de ésteres, principalmente acetato de etilo. Parámetro que se lo 
determina por la norma ecuatoriana vigente NTE INEN 342 Bebidas Alcohólicas: Determinación 
de ésteres, que emplea un método de saponificación de los ésteres presentes en la muestra, el cual 
no permite cuantificar el contenido real (las NTE para las diferentes bebidas alcohólicas indican 
valores de acetato de etilo que oscila entre 0.1 a 100 mg/100mL) de este compuesto en los licores y 
tampoco es evaluado en bebidas alcohólicas que se someten al proceso de añejamiento. 
 
Debido a que el acetato de etilo se encuentra en concentraciones muy bajas, se requiere utilizar 
otros métodos que lo permitan cuantificar de una manera más exacta y rápida, por lo cual se aplicó 
la cromatografía de gases. 
 
De acuerdo al reporte de consumo, elaborado por Ipsa Group (2008), el aguardiente es el tipo de 
bebida alcohólica favorita de los ecuatorianos, un 76% de los compradores prefiere esta clase de 
producto, el segundo lugar lo ocupa el ron, con el 20% de las preferencias, seguido por el vodka, 
con el 4%.El objetivo de este estudio es la determinación del acetato de etilo que se genera desde 
de la fermentación y durante la etapa de añejamiento, por esta razón, el ron es seleccionado como 
la bebida alcohólica objeto de estudio, por el incremento de las industrias que se dedican a su 
producción. 
 
Investigaciones de mercado realizadas en el año 2008 por Ipsa Group, indican que en los últimos 
años el consumo de licores se incrementa un 3% por año; el mismo estudio determina que Quito es 
la ciudad donde se realiza el mayor consumo, un 56,9% de los capitalinos compra bebidas 
alcohólicas, frente al 43,1% de los guayaquileños. (Hoy, 2008) 
 
En el Ecuador no existe un verdadero control de las bebidas alcohólicas que son expendidas a la 
ciudadanía, por lo cual es necesario establecer metodologías de determinación de parámetros de 
calidad referenciales para las bebidas alcohólicas. 
 
Esta investigación pretende determinar el contenido de acetato de etilo en ron, considerando la 
variación posible en función del tiempo de añejamiento, debido a que este analito en las bebidas 
alcohólicas permite que estas tengan mejores características organolépticas en cuanto a su sabor, 
aroma y cuerpo. 
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1.2 Formulación del problema 
 
 Hipótesis nula 1.2.1
 
 La cromatografía de gases para determinar acetato de etilo en bebidas alcohólicas no 
permite su detección a bajas concentraciones. 
 
 El contenido de acetato de etilo en bebidas alcohólicas no aumenta su concentración con 
el tiempo de añejamiento. 
 
 Hipótesis alterna 1.2.2
 
 La cromatografía de gases para determinar acetato de etilo en bebidas alcohólicas permite 
su detección a bajas concentraciones. 
 
 El contenido de acetato de etilo en bebidas alcohólicas aumenta su concentración con el 




 Objetivo general 1.3.1
 
 Determinar el contenido de acetato de etilo presente en bebidas alcohólicas (ron) 
sometidas al proceso de añejamiento, mediante cromatografía de gases. 
 
 Objetivos específicos 1.3.2
 
 Evaluar la eficiencia del método cromatográfico para determinar la presencia de acetato 
de etilo en relación al método oficial AOAC (método espectrofotométrico), con 
referencia a soluciones de acetato de etilo de concentración conocida. 
 Determinar el método óptimo de preparación de la muestra de ron para la determinación 
de acetato de etilo mediante cromatografía de gases.  
 Evaluar la presencia de acetato de etilo en ron de diferentes tiempos de añejamiento. 
 Cuantificar el contenido de acetato de etilo presente en  ron añejado. 
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1.4 Importancia y justificación de la investigación 
 
En las bebidas alcohólicas además de etanol, pueden encontrarse aldehídos, ésteres y otros 
alcoholes que producen efectos tóxicos, y resultan peligrosas para la salud de los consumidores. 
 
Debido al amplio comercio de bebidas alcohólicas destiladas y al daño asociado a la salud por el 
hábito de consumo, es necesario que se propongan normas adecuadas que permitan regular el 
contenido de estas sustancias, y definan su calidad, a partir de la determinación de su composición 
química, resulta de especial interés desde el punto de vista higiénico-sanitario, con el fin de 
salvaguardar la salud de los consumidores. 
 
Según la Comisión de las Comunidades Europeas (CCE), 1994 en experimentos con conejos se ha 
observado que a concentraciones elevadas de acetato de etilo existe la pérdida de coordinación, 
probablemente debido a la hidrólisis rápida de este compuesto a ácido acético y etanol. 
 
En la actualidad resulta de suma importancia aplicar nuevas técnicas y metodologías para realizar 
determinaciones de los diferentes analitos considerados indicadores de calidad en la industria 
alimentaria. La cromatografía de gases ofrece sensibilidad, precisión, respuesta lineal, estabilidad y 
reproducibilidad en la determinación de diferentes compuestos, por ello este trabajo propone 
aplicarla en la determinación de acetato de etilo en bebidas alcohólicas destiladas añejadas y 
bebidas alcohólicas en general. 
 
Otro aspecto de importancia, es la necesidad de contar con un método rápido, eficaz y sobre todo 
confiable, que permita identificar este compuesto que se produce en las etapas de: fermentación, 
destilación y añejamiento. 
 
Este estudio permitirá comparar y evaluar la eficiencia de dos métodos, mediante los resultados 
obtenidos por Cromatografía de Gases y el método oficial AOAC para determinar acetato de etilo, 
y verificar cuál de ellos proporciona mejores resultados. 
 
Es necesario tener en cuenta que la Cromatografía de Gases  (GC) es una herramienta poderosa 
para el análisis de componentes volátiles mayoritarios, siendo un método rápido y eficaz.  En 
general, se requiere una mínima preparación de la muestra y un tiempo corto para la obtención de 

























La determinación de componentes mayoritarios en las bebidas alcohólicas y aguardientes resulta de 
gran importancia para controlar la calidad de las mismas, garantizando que se cumplan las 
especificaciones de calidad de estos productos tanto para el consumo nacional como para la 
exportación. Entre los parámetros a analizar se encuentra el acetato de etilo, el cual se genera como 
un subproducto de las reacciones que se presentan durante la fermentación de los azúcares. La 
formación de acetato de etilo se da por la reacción entre el ácido acético y el etanol. 
 
Una parte del acetato de etilo presente en las bebidas alcohólicas se produce durante la 
fermentación, existe un aumento muy ligero de su contenido cuando las bebidas alcohólicas son 
destiladas, y durante el envejecimiento también se manifiesta un incremento de la concentración. 
 
No existen muchos estudios que permitan determinar la calidad de las bebidas alcohólicas 
destiladas que se comercializan en el Ecuador. En los laboratorios encargados de los análisis de 
alimentos en el país, para determinar acetato de etilo lo ejecutan según la norma INEN 342 
“Bebidas Alcohólicas: Determinación de ésteres”, el cual no permite cuantificar el contenido real 
de este analito, debido a que este compuesto en las bebidas alcohólicas presenta contenidos 
relativamente bajos. Es necesario utilizar otros métodos que permitan determinar la concentración 
de una manera más exacta. 
 
El método empleado por la NTE-INEN 342: Determinación de ésteres se basa en una 
saponificación de los ésteres presentes en la bebida alcohólica destilada utilizando NaOH y 
titulando el exceso de éste con HCl, se debe tener en cuenta que este método acarrea problemas, 
debido a que los ésteres presentes en su totalidad pueden no ser saponificados, además que tiene el 
inconveniente de ser un método largo y limitado. Sin embargo se debe tener en cuenta que la norma 
INEN 342 no indica la manera correcta para la cuantificación de acetato de etilo, al ser una copia 
de la Norma Venezolana COVENIN 3041-93, se observa que se han omitido algunos factores para 
realizar el cálculo, que provocan que la norma ecuatoriana presente errores para su uso. 
 
2.2 Fundamento teórico 
 
La producción de licores data desde tiempos antiguos. Inicialmente los licores fueron elaborados en 
la edad media por físicos y alquimistas como remedios medicinales, pociones amorosas, 
afrodisíacos y cura problemas. La realidad era que solo se detectaba su alto contenido alcohólico y 
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así permitía lograr propósitos poco habituales. Los licores que generalmente se consumen son 
bebidas de gran riqueza alcohólica que se obtienen por destilación. La producción de bebidas 
alcohólicas ocupa el primer lugar dentro de las industrias biotecnológicas. 
 
 Origen de los licores. 2.2.1
 
Es probable que hayan sido los alquimistas árabes, en el siglo X, los verdaderos descubridores de 
los secretos de la destilación del alcohol. El término "alambic" o "alambique" es el compuesto de 
dos vocablos árabes (al-qaṭṭārah ةراطق لا), que significa la que destila, del árabe (al-inbīq قي ب نلأا), 
del griego (ambix ἄμβιξ), que significa copa. (Martínez, 1978). La figura 2.1 representa el esquema 
de un alambique Charentés tradicional. 
 
 
Figura 2.1   Esquema de un alambique Charentés Tradicional 
En: Adaptado de Mascaró Spirit (2012), Alambiques y destiladores 
 
Debido a su utilización como remedios medicinales, pociones amorosas, afrodisiacos, es que los 
licores son asociados a la medicina antigua y a la astrología medieval. Fue Arnaldo de Vilanova, 
profesor de la Universidad de Montpellier, quien profundizó en su estudio y realizó vastas 
experiencias prácticas que lo condujeron a la obtención de destilados alcohólicos, aplicados 
primariamente en la medicina. 
 
La historia del licor siempre ha ido unida a la del aguardiente. En el siglo XIII, el médico y 
alquimista mallorquín Raimón Llull, empezó a añadir azúcar y otras sustancias a los bastos 
aguardientes con el fin de suavizar y facilitar su consumo. (García, Gil, & García, 2004) 
 
Los primeros destilados se conocieron con el nombre de "aguavite" o sea, aguardiente. Hasta hace 
aproximadamente un siglo, sólo se extraía el alcohol del vino o del orujo. La creciente demanda y 
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la diversidad de usos, obligó a buscar esta sustancia en los más variados productos vegetales y hoy 
ocupa primerísimo lugar el alcohol de cereales y de caña o melaza de azúcar. (Martínez, 1978) 
 
Los licores se definen como bebidas hidroalcohólicas obtenidas por la maceración, infusión o 
destilación de diversas sustancias vegetales naturales (raíces, plantas, frutas, semillas, etc.), deben 
estar edulcoradas con azúcar, glucosa, miel, etc. (más de 100 g/L) y tener un contenido alcohólico 
de al menos 30 °GL. (García, Gil, & García, 2004) 
 
 Bebidas alcohólicas 2.2.2
 
Son los productos alcohólicos aptos para el consumo humano, provenientes de la fermentación, 
destilación, preparación o mezcla de los mismos, de origen vegetal, salvo las preparaciones 
farmacéuticas. (INEN, 1992). Las bebidas alcohólicas se elaboran a partir de líquidos azucarados 
sometidos a fermentación alcohólica. 
 
El término aguardiente engloba a una gran familia de bebidas (de graduación inferior al 80%) 
obtenidas por envejecimiento de las fracciones alcohólicas del destilado de líquidos fermentados. 
Conocidos también como bebidas espirituosas. Entre ellos tenemos aguardientes de: caña, frutas, 
semillas, etc. (Repetto & Camean, 1995) 
 
2.2.2.1 Bebida alcohólica  destilada 
 
Es la bebida alcohólica obtenida mediante destilación y/o rectificación de mostos fermentados 
procesados adecuadamente. (INEN, 1992). La destilación permite aumentar la concentración de 
alcohol etílico en la bebida. 
 
 Clasificación de las bebidas alcohólicas 2.2.3
 
Las bebidas alcohólicas pueden ser agrupadas en dos grandes categorías: bebidas fermentadas 
como el vino o la cerveza y bebidas destiladas o espirituosas entre las que se pueden mencionar: 
whisky, ron, brandy, vodka. La diferencia entre estas bebidas radica en que las bebidas destiladas 
tienen concentraciones mayores a los 20 ºGL. (Belitz & Grosch, 1997) 
 
2.2.3.1 Bebidas fermentadas 
 
Son aquellas que se fabrican empleando solamente el proceso de fermentación, en el cual se logra 
que un microorganismo (levadura) transforme el azúcar en alcohol. Según la norma INEN 338, una 
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bebida alcohólica fermentada, es aquella obtenida a partir de mostos fermentados sin destilación, 
con este proceso solo se obtienen bebidas con un contenido máximo de alcohol equivalente a la 
tolerancia máxima del microorganismo, es decir, unos 14ºGL. (Belitz & Grosch, 1997) 
 
2.2.3.2 Bebidas destiladas o espirituosas 
 
Son bebidas alcohólicas que se obtienen mediante destilación y/o rectificación de mostos 
fermentados procesados adecuadamente. (INEN, 1992). El contenido alcohólico presente en estas 
bebidas procede de la destilación de líquidos azucarados fermentados. Se distinguen el aguardiente, 
los licores, extractos de ponche y bebidas mixtas alcohólicas. Las bebidas espirituosas deben tener 
un grado mínimo de 15ºGL. (INEN, 1992). 
 




Figura 2.2   Clasificación de las bebidas alcohólicas destiladas según su graduación alcohólica 
Nota: Esta clasificación atiende a su graduación alcohólica y al tratamiento al que se someten las bebidas 
alcohólicas destiladas. En: Adaptado de Hernández Rodríguez & Sastre Gallego (1999), Tratado de nutrición. 
 
Existe una gran variedad de bebidas espirituosas, en función de las materias primas destiladas, de 
los aromatizantes o de los complementos utilizados en su elaboración. (Rodríguez, 2008). La tabla 
2.1 muestra el contenido de alcohol para algunas bebidas, mientras que la figura 2.3 clasifica a las 






(30 - 80°) 
- Holandas o aguardiente de vino 
- Flemas o aguardiente de vino 
- Aguardiente de caña 
- Aguardiente de melazas 
- Aguardiente de frutas 
- Aguardiente de sidra 





Tabla 2.1   Bebidas y su riqueza alcohólica 
BEBIDA % de Alcohol (mL etanol/100mL bebida) 
Cerveza de botella 3,5 – 5 
Cerveza inglesa 8 
Sidra 5 – 6 
Vinos corrientes 10 – 16 
Vinos de Jerez 16 – 22 
Vinos vermouth 15 – 18 






40 – 47 
47 
45 – 50 
50 -55 
79 -80  




Figura 2.3   Clasificación de las bebidas alcohólicas. 







Otras frutas Vino de perry, sidra 
Granos Sake, cerveza 
Otros 















 Efectos por consumo de bebidas alcohólicas 2.2.4
 
El consumo de bebidas alcohólicas es un hábito muy difundido en la mayoría de los países del  
mundo; entre los productos más consumidos se encuentran: las cervezas, los vinos y las bebidas de 
alta graduación. La intoxicación etílica es la primera toxicomanía en muchos países del mundo. 
Afecta a todos los tramos de edad, en los dos sexos y en casi todos los grupos sociales. 
 
La ingestión alta y excesiva de bebidas alcohólicas incrementa el riesgo de hemorragias 
intracerebrales y otros trastornos neurológicos, además de cirrosis hepática, enfermedades 
cardiovasculares, efectos en la descendencia, alteraciones de la mucosa gastrointestinal y cáncer de 
esófago, boca, laringe, faringe y pulmón. (Otero, Arias, Vega, & Moreno, 2001). 
 
La toxicidad por ingesta de bebidas alcohólicas se debe a la presencia de algunos compuestos como 
metanol, acetaldehído, furfural como los más peligrosos, se debe tener en cuenta que ésteres, 
alcoholes superiores (butanol, isobutanol, amílico e isoamílico) también forman parte de las 
sustancias causantes de intoxicación, debido a la acumulación de sus metabolitos en el organismo. 
Al tratarse de metabolitos secundarios formados en el proceso de fermentación, si su concentración 
en las bebidas alcohólicas es elevada, estos pueden ser los responsables del dolor de cabeza y 
malestar en general que se manifiesta después de la embriaguez. (Hernández & Sastre, 1999) 
 
 Producción de bebidas alcohólicas 2.2.5
 
La producción de bebidas alcohólicas es una de las actividades más practicadas a nivel mundial por 
ser uno de los productos más redituables en el mercado. Los procesos de producción de bebidas 
alcohólicas para consumo humano incluyen la destilación para la separación de la mezcla etanol-
agua que proviene del proceso de fermentación. El contenido alcohol varía, entre 20 y 50 
volúmenes por ciento, en ocasiones pueden ser más. (Carretero, 2010) 
 
En el Ecuador, debido a la restricción a importaciones de bebidas alcohólicas durante los últimos 
meses, la demanda ha subido en cuanto a licor de producción nacional. Las regulaciones a la 
importación de licores, en el país han abierto camino a los productos nacionales. Este es el caso de 
la Embotelladora Azuaya SA (EASA) que ingresó al mercado desde hace aproximadamente 7 
meses con su propia línea de ron denominada “2300 a la Altura de los Andes”. (El Comercio, 
2013). La figura 2.4 indica el área donde se envasa el ron en EASA: 
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Figura 2.4   Embotelladora Azuaya SA, área de envasado de ron. 
En: El Comercio (17 Febrero 2013), Negocios 
 
En Ecuador rige la Ley de Fomento Ambiental y Optimización de Recursos del Estado, llamada 
“Ley de Impuestos Verdes” vigente desde noviembre del 2011, en la cual se incluyó la elevación 
del Impuesto a los Consumos Especiales (ICE) para cigarrillos y licores. (El Comercio, 2013). La 
figura 2.5 representa la importación de licores en Ecuador en los últimos años: 
 
 
Figura 2.5   Demanda a la importación de licores en Ecuador. 
En: El Comercio (17 Febrero 2013), Negocios 
 
 Clasificación de los aguardientes según su origen 2.2.6
 
Los aguardientes de acuerdo a la materia prima de la cual proceden tienen una amplia clasificación 
y denominación, la figura 2.6 indica una clasificación breve de los aguardientes y los países 




Figura 2.6   Clasificación de las Bebidas Alcohólicas 
En: Adaptado de Martínez Llopis (1978), Aguardientes y licores 
 
 Productos congenéricos en bebidas alcohólicas 2.2.7
 
Son los elementos volátiles diferentes al alcohol etílico, producidos en la fermentación y 
destilación de mostos de origen vegetal. También se denomina “impurezas o sustancias volátiles”. 
Su presencia se debe a la formación durante los procesos de fermentación, y maduración 
(añejamiento), y en menor escala durante la destilación por interacción química entre algunos 
ácidos orgánicos con el alcohol etílico para formar ésteres, los cuales contribuyen en la bebida 
alcohólica las características de sabor y aroma propios de la materia prima con la cual se elabora. 
 
Se entiende por compuestos congenéricos, a la suma de:  
 Acidez volátil (expresada en ácido acético) 
 Aldehídos (expresados en acetaldehído) 
 Ésteres (expresados en acetato de etilo) 
 Alcoholes superiores (expresados en la sumatoria de los mismos) 
 Furfural 
Todos ellos expresados en mg/100 ml de alcohol anhidro.  













































 Formación de ésteres en bebidas alcohólicas. 2.2.8
 
Los ésteres son compuestos que resultan de la combinación de los ácidos orgánicos y los alcoholes, 
como se esquematiza en la figura 2.7, mediante una reacción lenta y limitada, produciéndose 







Figura 2.7   Reacción de formación de ésteres 
 
La formación de estas sustancias en las bebidas alcohólicas puede tener dos orígenes distintos: la 
esterificación química que se produce lentamente durante la conservación o envejecimiento de las 
bebidas alcohólicas, produciéndose sobre todo ésteres ácidos, y la esterificación biológica 
producida casi instantáneamente por levaduras y bacterias, resultando casi siempre ésteres neutros. 
 
El contenido de ésteres depende de la edad de las bebidas alcohólicas, existe un rápido aumento 
durante los primeros años, para disminuir progresivamente en el tiempo. Si la concentración 
aumenta drásticamente, puede causar importantes alteraciones de la calidad. 
 
La formación de ésteres por los microorganismos puede ser producida por las levaduras, bacterias 
lácticas y bacterias acéticas. Por una parte, las levaduras durante la fermentación alcohólica son 
capaces de formar ésteres etílicos de ácidos grasos, llamados “ésteres pesados”, y ésteres acéticos 
de alcoholes superiores, que participan en la formación de aromas primarios. (Flanzy, 2003) 
 
 Acetato de etilo. 2.2.9
 
El acetato de etilo es un líquido incoloro con olor a frutas, inflamable, menos denso que el agua y 
ligeramente miscible con ella. Sus vapores son más densos que el aire. Se obtiene por destilación 
lenta de una mezcla de ácido acético, alcohol etílico y ácido sulfúrico, o bien, a partir de 
acetaldehído anhidro en presencia de etóxido de aluminio. (McMurry, 2008) 
 
A continuación se detalla en la tabla 2.2 las principales propiedades del acetato de etilo. 
 
 
R COOH + R' CH2OH C
O
OR CH2 R' + H2O
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Tabla 2.2   Características y propiedades del Acetato de Etilo 
Propiedad  Descripción 
Sinónimos: Ester etílico del ácido acético, éter acético, etanoato de etilo, 
acetoxietano, éster etil acético 
Apariencia: Líquido incoloro, con olor a frutas, menos denso que el agua y 
ligeramente miscible con ella. 
Fórmula química: CH3COOCH2CH3 
Peso molecular: 88.1 g/mol 
Punto de ebullición: 77 ºC 
Punto de fusión: -83 ºC 
LD50: 11.3 mL/kg 
5620mg/kg 
Dosis máx. permitida en 
bebidas alcohólicas: 
Depende del tipo de bebida, se encuentra en un rango de 0.1 a 
100 mg/100mL 
Usos: Comúnmente es utilizado en esencias naturales de frutas, como 
solvente de nitrocelulosa, barnices y lacas, en la manufactura de 
piel artificial, películas y placas fotográficas, seda artificial, 
perfumes y limpiadores de telas. 
Vías de absorción: Se absorbe por vía oral, causando pérdida de la conciencia, en 
concentraciones altas causa convulsiones y congestión de 
hígado. En contacto con la piel causa resequedad. Cuando es 
ingerido irrita las membranas mucosas. 
 
 Requisitos del contenido de ésteres en bebidas alcohólicas 2.2.10
 
La normativa ecuatoriana, establece los límites de ésteres, como acetato de etilo presente en las 
bebidas alcohólicas, a continuación en la tabla 2.3 se detalla los contenidos normalizados, tanto 
para aguardiente de caña, alcohol etílico rectificado y ron. 
 
Tabla 2.3   Requisitos de acetato de etilo 
Bebida alcohólica Esteres, como acetato de etilo Norma que Aplica 
 Min. Máx.  
Aguardiente de caña - 80* INEN 362 
Alcohol etílico rectificado - 5* INEN 342 
Ron - 100* INEN 363 
 * mg/100 mL de alcohol anhidro 
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 Aguardiente de caña rectificado 2.2.11
 
Es el producto obtenido mediante la fermentación alcohólica y destilación de jugos y otros 
derivados de la caña de azúcar, sometido a rectificación de modo que conserve sus características 
organolépticas. También podrá denominarse “Aguardiente” o “Aguardiente de caña”. (INEN, 
1992), se obtiene mediante destilación a partir de líquidos alcohólicos. Los jugos fermentados de 
caña destinados a este fin pueden resultar de la fermentación alcohólica de sustratos que contienen 
azúcar. (Belitz & Grosch, 1997) 
 
Principalmente se utilizan como materia prima los siguientes: 
 Líquidos alcohólicos (vino, cerveza, vino de frutas, leche fermentada). 
 Sustancias azucaradas (azúcar de caña, azúcar de remolacha y sus melazas, especies 
frutícolas y productos de la fruta, bagazos de fruta, jugo de palma y partes ricas en azúcar 
de plantas tropicales) 




Es la bebida alcohólica obtenida exclusivamente a partir de materias primas provenientes del jugo 
de la caña de azúcar (figura 2.8), sometidas a los procesos de fermentación alcohólica, destilación y 
subsecuente añejamiento natural como mínimo de un año en barriles de roble de no más de 700 
litros de capacidad, en tal forma que al final del proceso posea el aroma y el gusto que son 
característicos del ron. (INEN, 1992). También se lo puede obtener a partir de un jarabe de azúcar o 
de las melazas de caña. Al ser destilado presenta una graduación alcohólica de unos 95º, si bien 
este contenido de alcohol se reduce a unos 45º al final del proceso. (Belitz & Grosch, 1997) 
 
 
Figura 2.8   Caña azucarera (Saccharumofficinarum). 
En: Logistic (2007), Fruits and products from Ecuador 
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El ron debe ser transparente, incoloro o ambarino, sin turbiedad alguna, tiene que tener olor y sabor 
característico al ron. No se permite la adición de edulcorantes artificiales, colorantes diferentes al 
caramelo de sacarosa, esencias naturales o artificiales que pueden modificar las características 
organolépticas del producto. 
 
El proceso de añejamiento se realiza de forma natural en las barricas de roble; la figura 2.9 indica 
las clases de ron de acuerdo al tiempo de añejamiento o envejecimiento: 
 
 
Figura 2.9   Tipos de ron según el periodo de envejecimiento 
 
Una vez que el tiempo de añejamiento ha concluido, los barriles de roble son abiertos y se empieza 
con su envasado y sellado en los envases de vidrio. El tiempo de añejamiento debe ser certificado 
en actas de sellado y apertura de los barriles, realizada por la autoridad competente. (INEN, 1992) 
 
Algunas veces se agregan al ron determinados aditivos para modificar su gusto, aunque esto no es 
realmente es necesario. El único colorante que lícitamente se puede agregar es el caramelo, que no 
modifica en nada su gusto. (Martínez, 1978) 
 
La calidad y el aroma del ron dependen en mucho de las sustancias de las que ha sido obtenido, así, 
los rones más finos y de mejor calidad son los que se preparan directamente del jugo de la caña, de 
menor calidad se elaboran con las melazas de caña, que son los residuos incristalizables que quedan 
después de la fabricación del azúcar. (Hidalgo, 2010) 
 
El ron puede ser destilado, bien en alambique o en aparatos de destilación continua, este último 
permite obtener el ron ligero, ya que con la destilación en alambique se obtienen productos más 
pesados y con sabor más marcado, que por tener mayor densidad toleran mejor la adición de agua. 
(Martínez, 1978) 
 
Se pueden considerar dos tipos de ron: ron industrial y ron agrícola o de plantación. El primero se 
obtiene por destilación de las melazas de caña que quedan en las fábricas de azúcar. 
 
Tipos de ron 
Añejo Añejaminto mínimo 3 años 
Extra añejo Añejamiento mayor a 5 años 
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Generalmente se consideran tres variedades de ron: 
 
 Ron blanco: nombre que recibe cuando al producto de la destilación no se le añade 
“caramelo”. 
 
 Ron industrial envejecido: que es conservado en toneles de roble, en los que se mantiene 
durante un período que varía entre algunos meses y quince años, límite que no debe ser 
superado porque el ron toma entonces un gusto a madera que le perjudica. 
 
 Ron agrícola envejecido: que se deja añejar en toneles de roble con escasa o nula adición 
de “caramelo”. Cuando este período de envejecimiento se prolonga al menos tres años, el 
ron recibe el nombre de “viejo”, pero los entendidos afirman que el período óptimo de 
añejamiento es de seis años, que es cuando este aguardiente alcanza su mejor calidad. 
(Martínez, 1978) 
 
Entre los principales países productores de ron son: Jamaica, Cuba, Barbados, Puerto Rico, 
Guayanas Británica y Holandesa, Brasil. 
 
 Barrica y envejecimiento de los aguardientes 2.2.13
 
Una vez, que la destilación se ha terminado, los aguardientes mezclados o no, entran en su proceso 
de envejecimiento. Algunos aguardientes (especialmente de frutas) son colocados en envases de 
vidrio durante periodos de tiempo que pueden llegar a ser años, en este caso el aguardiente madura 
no envejece. (Flanzy, 2003) 
 
Según  JL. Puech, 1978, el envejecimiento de los aguardientes se efectúa en envases fabricados, a 
partir de madera de roble en la mayoría de los casos. Generalmente las barricas de madera de roble 
son de capacidad entre 250 y 450 litros. Los robles empleados para la fabricación de las barricas 
tienen frecuentemente más de 120 años. La figura 2.10 representa las barricas que se emplean en el 




Figura 2.10   Barricas de roble. 
En: Flanzy Claude (2003), Enología: fundamentos científicos y tecnológicos 
 
El título alcohométrico volúmico (TAV=%vol.), así como la composición de la fracción no 
alcohólica, van a tener una influencia fundamental sobre la evolución del aguardiente durante el 
envejecimiento. 
 
La extracción de los compuestos de la madera de roble es diferente según el título alcohométrico 
volúmico, por ejemplo para iguales condiciones de envejecimiento, un aguardiente con 50% vol. 
tiene un poder de extracción más pequeño para la vanillina que un aguardiente que tenga un título 
de 70 % vol.  
 
El coeficiente no alcohol incluye a los compuestos químicos volátiles como: alcoholes superiores, 
aldehídos, ácidos, acetales y ésteres. Este coeficiente tiene una gran importancia en el desarrollo 
del proceso de envejecimiento, pues un aguardiente obtenido por destilación en alambique y que 
tenga un coeficiente no alcohol elevado tendrá estructura suficiente para envejecer en buenas 
condiciones durante 50 años o más. (Flanzy, 2003). En la tabla 2.4 se clasifica a los aguardientes de 
acuerdo al contenido de congéneres y el período óptimo de envejecimiento: 
 
Tabla 2.4   Tipos de Aguardientes 
Característica A B C D 








Período de envejecimiento óptimo 5 años 10 años 20 años 50 años 
Nota: En Flanzy Claude (2003), Enología: fundamentos científicos y tecnológicos 
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Se debe considerar que las condiciones climáticas y las características de las bodegas de 
almacenamiento constituyen otros parámetros importantes los cuales van a influir sobre el 
envejecimiento de las bebidas alcohólicas. (Flanzy, 2003) 
 
 Producción de ron en el Ecuador 2.2.14
 
En Ecuador, principalmente las industrias dedicadas a la producción de ron se encuentran en 
Azuay. DACA se encarga de la producción de Ron San Miguel, siendo esta marca de ron una de las 
más consumidas, seguida de ron Castillo producido por ILSA de la ciudad de Quito. En el mercado 
nacional ron San Miguel compite con licores extranjeros, captando entre el 30 y 35% de este 
mercado. 
 
Una vez que el ron pasa el proceso de añejamiento, las industrias se encargan del proceso de 
selección y estandarización del producto a base de evaluaciones de catación. Cuando el ron cumple 
los parámetros y características finales y está entre 35 - 40ºGL, se da paso al envasado, sellado, 
etiquetaje y embalaje. Las industrias se encargan de realizar los análisis físico-químicos, para saber 
que sus productos cumplen con la normativa en cuanto a la composición de las bebidas alcohólicas. 
 
 Proceso de elaboración de ron. 2.2.15
 
Para la fabricación de licores, se deben seguir varias etapas. En la ciudad de Quito se encuentra 
ubicada la Industria Licorera Iberoamericana ILSA S.A, dedicada a producir bebidas alcohólicas, 
entre ellas ron. 
 
A continuación se describe el proceso mediante el cual se obtiene el ron en esta industria: 
 
1. Destilación del alcohol etílico.- Se obtiene el alcohol etílico específico para ron 
proveniente de mostos de melaza o jugo de caña. Tiene características organolépticas 
especiales para el añejamiento. 
2. Hidratación.- Es la mezcla de la bebida con agua potable, destilada, desionizada o 
desmineralizada. 
3. Añejamiento.- Consiste en dejar que se desarrollen naturalmente a lo largo de los años las 
características organolépticas del ron como: sabor, aroma, color. Esto se realiza en barricas 
de roble. 
4. Formulación.- Arte de obtener las mezclas apropiadas para cada tipo de rones suaves, 
añejos y extra añejos. En esta etapa se logran los perfiles aromáticos y de sabor propios de 
cada concentrado alcohólico, obteniendo un perfecto balance entre ellos. 
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5. Filtrado.- Una vez culminado el proceso de envejecimiento, se realiza una filtración para 
eliminar sustancias que le dan un aspecto turbio al licor. 
6. Envasado, etiquetado, sellado 
 
La figura 2.11 indica el proceso de elaboración del ron en ILSA: 
 
 




La cromatografía es un potente método de separación, que tiene aplicación en todas las ramas de la 
ciencia. La técnica fue inventada y denominada así por el británico ruso Mikhail Tswett a 
principios del siglo XX. Se basa en un conjunto de técnicas basadas en el principio de retención 
selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo identificar 
y determinar las cantidades de dichos componentes. Las aplicaciones de la cromatografía han 
aumentado en forma abundante durante los últimos 50 años, debido no solo al perfeccionamiento 
de nuevos y diversos tipos de técnicas cromatográficas, sino también a las necesidades crecientes 
de los científicos de mejores métodos para la caracterización de mezclas complejas. 
 
2.2.16.1 Aspectos generales 
 
La cromatografía agrupa un conjunto importante y diverso de métodos que facilitan la separación, 
identificación y determinación de componentes relacionados a mezclas complejas, las cuales serían 
difíciles de separar por otros métodos. (Miller J. M., 2005) 
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Las técnicas cromatográficas son muy variadas, pero en todas ellas existen los siguientes 
componentes: 
 
 Fase móvil: consiste en un fluido (gas, líquido o fluido supercrítico) que arrastra a la 
muestra. 
 Fase estacionaria: se trata de un sólido o un líquido fijado en un sólido. Los componentes 
de la mezcla interaccionan en distinta forma con la fase estacionaria. De este modo, los 
componentes atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y se van separando. 
Después de que los componentes hayan pasado por la fase estacionaria, separándose, pasan 
por un detector que genera una señal que puede depender de la concentración y del tipo de 
compuesto. 
 
Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen en grados 
distintos entre la fase móvil y la fase estacionaria. 
 
Los componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven con mucha 
lentitud con el flujo de la fase móvil, los componentes unidos débilmente se mueven con rapidez. 
Como consecuencia de las distintas velocidades de migración, los componentes de la muestra se 
separan en bandas o zonas distintas que se pueden analizar de forma cualitativa y cuantitativa. 
 
Si al final de la columna se coloca un detector que responde a la concentración del soluto y se 
registra su señal en función del tiempo, se obtiene una serie de picos, este gráfico se llama 
cromatograma (figura 2.12), útil para los análisis cualitativos y cuantitativos. 
 
 
Figura 2.12   Cromatograma con distintos picos o bandas. 
En: Skoog Douglas (2008), Principios de análisis instrumental 
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La posición de los picos en el eje del tiempo sirve para identificar los componentes de la muestra, 
mientras que las áreas bajo los picos proporcionan una medida cuantitativa de la cantidad de cada 
componente. 
 
La cromatografía puede cumplir dos funciones básicas que no se excluyen mutuamente: 
 
 Separar los componentes de la mezcla, para obtenerlos más puros y que puedan ser usados 
posteriormente (etapa final de muchas síntesis). 
 
 Medir la proporción de los componentes de la mezcla (finalidad analítica). En este caso, las 
cantidades de material empleadas son pequeñas. 
 
 
2.2.16.2 Clasificación de los métodos cromatográficos 
 
Los métodos cromatográficos se pueden clasificar de dos maneras como se indica en la figura 2.13: 
 
 
Figura 2.13   Clasificación de los métodos cromatográficos 
Nota: Adaptado de Skoog Douglas (2008), Principios de análisis instrumental 
 
 





DE ACUERDO A LOS MEDIOS 
FÍSICOS 
Cromatografía en columna 
Cromatografía en plano 
DE ACUERDO A LAS FASES 
MOVILES Y FASES 
ESTACIONARIAS 
Cromatografia de gases (GC)  
Cromatografía de líquidos (LC) 
Cromatografía de fluidos 
supercríticos (SFC) 
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Tabla 2.5   Clasificación de los métodos cromatográficos en columna 
Clasificación 
General 
Método específico Fase estacionaria Tipo de equilibrio 
Cromatografía 
de gases (GC) 
Gas - Líquido Líquido adsorbido o unido 
a una superficie sólida 
Partición entre gas y 
líquido 






Líquido adsorbido o unido 
a una superficie sólida 










Líquido en intersticios de 
un sólido polimérico 
Partición-tamizado 
Afinidad Líquido con un grupo 
específico unido a una 
superficie sólida 
Partición entre superficie 







 Especies orgánicas unidas 
a una superficie sólida 
Partición entre fluido 
supercrítico y superficie 
unida 
Nota: Adaptado de Skoog Douglas (2001), Química analítica 
 
 Cromatografía de gases. 2.2.17
 
Es una técnica cromatográfica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una 
columna cromatográfica. La elución se produce por el flujo de una fase móvil de gas inerte, hay 
que tener en cuenta que la fase móvil no interactúa con las moléculas del analito; su única función 
es la de transportarlo a través de la columna. Es útil para gases o para compuestos relativamente 
volátiles, lo que incluye a numerosos compuestos orgánicos. En el caso de compuestos no volátiles 
se recurre a procesos denominados "derivatización", a fin de convertirlos en otros compuestos que 
se volatilicen en las condiciones de análisis. (Skoog, West, Holler, & Crouch, 2001) 
 
En cromatografía de gases se hace pasar el analito en forma gaseosa a través de la columna, 
arrastrado por una fase móvil gaseosa, que se llama gas portador. La muestra de un líquido volátil 
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o de un gas se inyecta a través de un septo, en un inyector caliente, en cuyo interior se evapora 
rápidamente. El vapor es arrastrado a través de la columna por el gas portador que puede ser He, N2 
o H2, y los analitos después de separados llegan al detector, cuya respuesta aparece en la pantalla de 
un ordenador o un registrador. 
 
La columna debe estar lo suficientemente caliente para que los analitos alcancen una presión de 
vapor adecuada y eluyan en un tiempo razonable. El detector se mantiene a una temperatura más 
elevada que la columna, de forma que los analitos se encuentren en forma gaseosa. (Harris, 2007) 
 
La figura 2.14 indica el esquema de un cromatógrafo de gases, se distinguen los elementos que lo 




Figura 2.14   Esquema de un cromatógrafo de gases 
 
Existen dos tipos de cromatografía de gases (GC): 
 
 Cromatografía gas-sólido (GSC) y 
 Cromatografía gas-líquido (GLC), siendo estala que se utiliza más ampliamente, y que se 
puede llamar simplemente cromatografía de gases (GC). 
 
La cromatografía de gases es una herramienta poderosa para la determinación de los congéneres 
presentes en bebidas alcohólicas, debido a que se trata de compuestos volátiles. Además se debe 
 26 
considerar, que es un método que requiere una mínima preparación de la muestra y un tiempo corto 
para la obtención de resultados de alta confiabilidad. 
 
2.2.17.1 Componentes de un cromatógrafo de gases 
 
Un cromatógrafo de gases consiste en varios componentes básicos, que ensamblados cumplen las 
funciones de: 
 
 Proporcionar un flujo constante del gas transportador (fase móvil) 
 Permitir la introducción de vapores de la muestra en la corriente de gas que fluye 
 Mantener la columna a la temperatura apropiada o un programa de temperatura 
 Detectar los componentes de la muestra conforme eluyen de la columna 
 Proveer una señal legible proporcional en magnitud a la cantidad de cada componente 
 
Los componentes son: fase móvil, puerto de inyección, horno de la columna, columnas, fase 
estacionaria, detector y registrador de datos. 
 
2.2.17.1.1 Gas portador o fase móvil 
 
En la mayoría de las cromatografías de gases, el helio es el gas portador más común y es 
compatible con la mayoría de los detectores. El gas portador se encarga de llevar las moléculas del 
analito a través de la columna. Este debe ser químicamente inerte. En caso de utilizar un detector 
de ionización de llama, el N2 da un límite de detección menor que el helio. 
 
Las separaciones más rápidas se consiguen usando H2 como gas portador, a pesar que trae 
inconvenientes su uso, debido a que puede reaccionar catalíticamente con compuestos no saturados 
sobre superficies metálicas, y no puede ser usado con un detector de espectrometría de masas, 
porque el H2 descompone el aceite de la bomba de vacío del detector. La principal razón de no 
utilizar H2 frecuentemente se debe a que forma mezclas explosivas con el aire cuando la proporción 
de H2 es mayor del 4%. 
 
Las impurezas que puedan existir en el gas portador degradan la fase estacionaria. Por lo que se 
deben usar gases de una gran calidad, y estos deben pasar a través de purificadores para eliminar el 
oxígeno, el agua o trazas de compuestos orgánicos, antes de entran a la columna. (Harris, 2007) 
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2.2.17.1.2 Puerto de inyección 
 
Es un dispositivo que permite la introducción de la muestra en la corriente del gas portador.  
Existen algunos diseños de acuerdo a la muestra que se desea analizar; el más común es el inyector 
de líquidos. El inyector se trata de una cámara situada a la entrada de la columna, se calienta 
independientemente (generalmente a una temperatura superior del punto de ebullición del 




Se trata de un compartimiento recubierto de un aislante térmico, en su interior se sitúa la columna, 
este debe tener una buena regulación de la temperatura. Dentro del horno, la columna se conecta en 
uno de sus extremos al puerto de inyección y en el otro al detector. El horno debe tener la 
capacidad de calentar y enfriar rápidamente. Las columnas cromatográficas se encuentran 
enrolladas y sujetas en un soporte ubicado en el horno. La figura 2.15 muestra el horno y la 
columna del cromatógrafo YL Clarity. 
 
 




En la mayoría de los análisis se emplean columnas tubulares abiertas, largas y estrechas, 
fabricadas de sílice fundida (SiO2) y recubiertas de poliimida (un plástico capaz de resistir 350°C), 
como soporte y como protección contra la humedad atmosférica. Los diámetros interiores típicos 
son entre 0,1 y 0,53 mm y las longitudes típicas de 15 a 100 m. Las columnas estrechas dan 
mayores resoluciones que las columnas anchas, pero requieren una presión de trabajo mayor y tiene 
menos capacidad de muestra. Las columnas tubulares abiertas son de mayor resolución, permiten 
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mayor rapidez de análisis, y mayor sensibilidad que las columnas empacadas, aunque tienen menor 
capacidad de muestra. (Harris, 2007) 
 
Una columna capilar de sílice fundida para cromatografía de gases, como se indica en la figura 2.16 
consiste de: 
 
 Un recubrimiento exterior de poliimida, que protege la columna de roturas. 
 Recubrimiento de sílice fundida. 
 Una fase estacionaria que se recubre uniformemente sobre la pared de la columna. Fases 




Figura 2.16   Composición de una columna capilar 
 
2.2.17.1.5 Fase estacionaria 
 
En una columna cromatográfica de gas-líquido las propiedades deseables para una fase líquida 
inmovilizada incluyen: 
 
 Baja volatilidad  
 Estabilidad térmica 
 Químicamente inerte 
 
La elección de la fase estacionaria líquida se basa en la regla “lo semejante disuelve a lo 
semejante”. El tiempo de retención de un soluto en una columna depende de su coeficiente de 
distribución, el cual se encuentra relacionado con la naturaleza química de la fase estacionaria. 
Estos coeficientes no deben ser ni extremadamente grandes ni extremadamente pequeños, dado que 
los primeros producen tiempos de retención muy largos y los últimos dan como resultado tiempos 
cortos que las separaciones son incompletas. 
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Para que una especie tenga un tiempo de residencia razonable en la columna, debe poseer cierto 
grado de compatibilidad (solubilidad) con la fase estacionaria.  A medida que la columna envejece, 
la fase estacionaria se altera, dejando al descubierto grupos silanol (Si-O-H).  El contacto con el 
oxígeno a altas temperaturas también degrada la columna. La tabla 2.6 indica algunos ejemplos de 
fases estacionarias utilizadas frecuentemente en columnas de cromatografía de gases, tanto de 
relleno como capilares. 
 







Polidimetil siloxano OV/1, SE-30 350 Fase no polar para usos generales; 
hidrocarburos, compuestos aromáticos 
polinucleadoss, fármacos, esteroides, 
PCBs 
5% de fenil-polidimetil 
siloxano 
OV-3, SE-52 350 Ésteres metílicos de ácidos grasos, 
alcaloides, fármacos, compuestos 
halogenados 
50% de fenil-polidimetil 
siloxano 




OV-210 200 Aromáticos clorados, nitroaromáticos, 
bencenos alquil sustituidos 
Polietilenglicol Carbowax 
20M 




OV-275 240 Ácidos grasos poliinsaturados, ácidos , 
resínicos, ácidos libres, alcoholes 
Nota: Adaptado de Skoog Douglas (2001), Química analítica 
 
Las columnas comerciales están disponibles con fases estacionarias polimerizadas y/o enlazadas; 
este enlace y el entrecruzamiento tienen por objeto la preparación de una fase estacionaria de larga 
duración, que se pueda limpiar con un disolvente cuando esta se contamine. Las columnas que no 
han sido tratadas pierden lentamente la fase estacionaria debido al sangrado, en el cual una pequeña 





Es un dispositivo capaz de medir una propiedad física del gas portador, la cual varía con la 
presencia de pequeñas cantidades de analito y genera una señal eléctrica proporcional a dicha 
concentración. En cromatografía de gases un detector incluye las siguientes propiedades: 
 
 Respuesta rápida, estable y uniforme para gran variedad de especies químicas 
 Una respuesta lineal para los analitos que se extienda a varios órdenes de magnitud 
 Respuesta debe ser selectiva y predecible hacia uno o varios tipos de soluto 
 Intervalo de temperaturas de trabajo amplio, comprendido desde la temperatura ambiente 
hasta al menos 400°C 
 No destructivo de la muestra 
 
Sin embargo,  no existe un solo detector que cumpla con todos estos requisitos. En la tabla 2.7 se 
enumeran algunos detectores más comunes para cromatografía de gases. 
 
Tabla 2.7   Detectores para cromatografía de gases 
Tipo Muestras adecuadas para el detector Límite de detección 
Conductividad térmica Detector universal 500 pg/mL 
Ionización en flama Hidrocarburos 2 pg/s 
Captura de electrones Compuestos de halógenos 5 fg/s 
Termoiónico (fósforo y 
nitrógeno) 
Compuestos de nitrógeno y fósforo 1 pg/s (P) 
10 pg/s (N) 
Conductividad electrolítica 
(detector de Hall) 
Compuestos de halógenos, azufre o 
nitrógeno 
0.5 pg Cl/s 
2 pg S/s 
4 pgN/s 
Fotoionización Compuestos ionizados por radiación 
UV 
2 pg C/s 
IR de transformadas de Fourier  0.2 a 40 ng 
Espectrómetro de masas Compuestos orgánicos 0.25 a 100 pg 








El detector de interés para el desarrollo de la investigación fue el de ionización de flama. 
 
Detector de ionización de llama 
 
En un detector de ionización de llama (FID), la muestra se quema en una mezcla de H2 y aire. Los 
átomos de carbono producen radicales CH, que al parecer producen iones CHO+. Para el FID, el 
N2 es el que da mejor límite de detección, la señal es proporcional al número de átomos de carbono 
ionizables, el límite de detección es 100 veces mejor que el del detector de conductividad térmica y 
posee un intervalo de respuesta lineal de 10
7
.La respuesta a los compuestos orgánicos es 
directamente proporcional a la cantidad de soluto en siete órdenes de magnitud. (Harris, 2007) 
 
El detector de ionización de flama es muy sensible, poco ruidoso y da una respuesta bastante lineal, 
resistente y fácil de usar. Tiene la desventaja que destruye la muestra durante la etapa de 




Figura 2.17   Detector de ionización de llama. 
En: Skoog Douglas (2001), Química analítica 
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 Programación de temperatura 2.2.18
 
Consiste en aumentar la temperatura de la columna durante la separación para aumentar la presión 
de vapor de los solutos, de este modo disminuir los tiempos de retención de los componentes que se 
eluyen al final. Cuando se emplea una temperatura constante los compuestos más volátiles salen 
muy juntos, mientras que los menos volátiles ni siquiera eluyen de la columna. Si se utilizan 
programas de temperatura, esto permite que eluyan todos los compuestos presentes en una muestra, 
por lo tanto la separación de los picos es bastante uniforme. No se debe elevar demasiado la 
temperatura, para evitar la descomposición térmica de los analitos y de la fase estacionaria. 
 
La ventaja de elevar la temperatura de la columna es disminuir el tiempo de retención y hacer que 
los picos sean más pronunciados. (Harris, 2007) 
 
 Programación de presión 2.2.19
 
En la actualidad, los cromatógrafos modernos tienen provistos controles electrónicos para la 
presión, así se controlada la presión del gas  portador que pasa por la columna. Al aumentar la 
presión de entrada, aumenta el caudal de la fase móvil y por lo tanto disminuye el tiempo de 
retención. 
 
En varios casos se pueden emplear programas de presión, en lugar de los de la temperatura, para 
reducir los tiempos de retención de los compuestos que eluyen tarde. (Harris, 2007) 
 
 Inyección de la muestra 2.2.20
 
El gas portador es el encargado de arrastrar la muestra vaporizada desde el inyector a la columna. 
El volumen de muestra líquida que se inyecta suele ser de 0,1 a 2 µL. Los productos de 
descomposición y los componentes no volátiles de la muestra se van acumulando en el tubo de 
vidrio de entrada o guía (liner), el cual debe ser reemplazado periódicamente. El tiempo de vida de 
un septo de silicona puede ser de sólo 20 inyecciones manuales  o de aproximadamente 100 
inyecciones con automuestreador. 
 
Existen diferentes septas para el inyector, dependiendo de las aplicaciones con diferentes límites de 
temperatura. Las septas de más baja temperatura son generalmente más blandos y soportan un 
mayor número de punciones (inyecciones) que los de alta temperatura. Si las septas se emplean por 
encima de su temperatura recomendada pueden presentar fugas o descomposición de las mismas, 
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ocasionando pérdidas de la muestra, menores flujos en la columna, una vida útil de la columna más 
corta y la aparición de picos fantasma.  
 
Para minimizar problemas debido a las septas, se debe tener en cuenta las siguientes 
recomendaciones: 
 
 Deben ser empleadas dentro del rango de temperaturas recomendadas por el fabricante. 
 Su cambio debe ser con regularidad. 
 Utilizar inyectores automáticos. 
 Uso de agujas afiladas. 
 




Figura 2.18   Septas y viales para cromatografía de gases 
a) Septas de silicona, b) Viales de vidrio, capacidad 2mL;  estos fueron los materiales utilizados 




La espectrofotometría es el método de análisis que utiliza la luz para medir concentraciones 
químicas. Es una ciencia que estudia las interacciones que suceden entre la radiación y la materia. 
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Los métodos espectroscópicos de análisis miden la cantidad de radiación producida o absorbida por 
las especies atómicas o moleculares que se analizan. 
 
Los métodos pueden clasificarse de acuerdo con la región del espectro electromagnético que se 
utiliza para realizar la medición, así se tiene: rayos γ, X, UV, visible, infrarrojo (IR), microondas y 
radiofrecuencias. 
 
Para poder determinar un compuesto por espectrofotometría, éste debe absorber luz, y la absorción 
debe poder distinguirse de la de otras sustancias que pueda haber en la muestra. La absorbancia es 
importante porque es directamente proporcional a la concentración, c, de la especie que absorbe la 
luz en la muestra. (Harris, 2007) 
 
2.2.21.1 Principio de la Espectrofotometría 
 
Todas las sustancias pueden absorber energía radiante: la absorción de las radiaciones UV, visibles 
e infrarrojas depende de las estructuras que las moléculas poseen,  y es una característica para cada 
sustancia química. 
 
El color de las sustancias se debe a que éstas absorben ciertas longitudes de onda de la luz blanca 
que incide sobre ellas y solo dejan pasar aquellas longitudes de onda que no son absorbidas, por lo 
cual producen color que es captado por el ojo humano. 
 
2.2.21.2 Absorción de la radiación 
 
La ley de la absorción, conocida como ley de Lambert y Beer, brinda información cuantitativa de 
cómo es que la atenuación de la radiación depende de la concentración de las moléculas que la 
absorben y de la distancia que recorre el rayo en el medio absorbente. 
 
Cuando la luz atraviesa una solución de analito, la intensidad de la radiación disminuye como 
consecuencia de la excitación del analito. En la figura 2.19 se observa este fenómeno de atenuación 
por un haz de radiación. 
 
La absorbancia A de una solución está relacionada con la transmitancia en forma logarítmica. El 









Figura 2.19   Atenuación de un haz de radiación por una solución absorbente. 
En: Adaptado de Skoog Douglas (2001), Química analítica 
 
 
2.2.21.3 Ley de Beer 
 
La ley de Beer, afirma que la absorbancia es directamente proporcional a la concentración de la 
especie absorbente, c y con la longitud de la trayectoria de la radiación, b, en el medio absorbente. 
 
       
 
a es una constante de proporcionalidad llamada absortividad. Debido a que la absorbancia es 
adimensional, la absortividad debe tener unidades que cancelen las unidades de b y c. 
 
Cuando la concentración se expresa en moles/L y b en cm, la constante de proporcionalidad se 
denomina absortividad molar y se representa con el símbolo Ɛ, donde Ɛ tiene unidades de 
L/mol*cm: 
       
 
La absortividad molar de una especie en el punto máximo de absorción es una característica de 
cada especie. Las absortividades molares elevadas son deseables en el análisis cuantitativo debido a 
que con ello se logra una mayor sensibilidad analítica. (Skoog, West, Holler, & Crouch, 2001) 
 
La figura 2.20 muestra las pérdidas que se producen por reflexión y dispersión cuando un haz de 





Figura 2.20   Pérdidas por reflexión y dispersión 
En: Skoog Douglas (2008), Principios de análisis instrumental 
 
La tabla 2.8 da una guía aproximada de colores, el color observado se llama complementario del 
color absorbido 
 
Tabla 2.8   Colores de luz visible 
Longitud de onda de máxima 
absorbancia (nm) 
Color absorbido Color observado 
380-420 Violeta Amarillo verdoso 
420-440 Azul violáceo Amarillo 
440-470 Azul Naranja 
470-500 Verde azulado Rojo 
500-520 Verde Púrpura 
*520-550 Verde amarillento Violeta 
550-580 Amarillo Azul violáceo 
580-620 Naranja Azul 
620-680 Rojo Verde azulado 
680-780 Púrpura Verde 
Nota: La longitud de onda utilizada en el método espectrofotométrico fue de 525 nm. 
En: Harris Daniel (2007), Análisis Químico Cuantitativo 
 
2.2.21.4 Limitaciones de la ley de Beer 
 
La relación lineal entre la absorbancia y la longitud de la trayectoria de la radiación a una 
concentración fija, es una generalización para la que hay pocas excepciones. Es muy frecuente 
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encontrar desviaciones a la proporcionalidad directa entre absorbancia y concentración (cuando b 
es constante). 
 
Estas desviaciones también denominadas desviaciones reales, son significativas y representan 
limitaciones reales de esta ley. Otras ocasiones se observan desviaciones debidas a la forma en que 
se mide la absorbancia (desviaciones instrumentales) o como resultado de los cambios químicos 
asociados a las variaciones de concentración (desviaciones químicas). 
 
2.2.21.4.1 Limitaciones reales de la ley de Beer 
 
La ley de Beer solo describe el comportamiento de la absorción en soluciones diluidas, por lo cual 
se convierte en una ley limitada. A concentraciones elevadas, la distancia promedio entre los iones 
o moléculas de las especies absorbentes disminuyen al punto en que cada partícula afecta la 
distribución de carga, por lo tanto la absorción. Como el grado de interacción depende de la 
concentración, cuando este fenómeno se presenta se observan desviaciones de la relación lineal 
entre la absorbancia y la concentración. (Skoog, West, Holler, & Crouch, 2001) 
 
2.2.21.4.2 Desviaciones químicas 
 
Las desviaciones de la ley de Beer se presenta cuando dentro de las especies absorbentes existe un 
proceso de asociación, disociación o reaccionan con el disolvente formando productos que poseen 
una absorción diferente del analito. Todas estas desviaciones pueden predecirse conociendo las 
absortividades molares de las especies absorbentes y las constantes de equilibrio de las reacciones. 
En la realidad, casi nunca se percibe que estos procesos están afectando al analito, por lo cual es 
casi imposible compensarlos. (Skoog, Holler, & Crouch, Métodos cromatográficos, 2008) 
 
2.2.21.4.3 Desviaciones debidas a los instrumentos 
 
Es necesario contar con fuentes de radiación monocromática y así evitar la radiación parásita. Esta 
ley solo se aplica cuando las mediciones se realizan con una fuente de radiación monocromática. 
En la práctica, se emplean fuentes de radiación policromática junto con una rejilla o filtro que aisla 
una banda de longitudes de onda que debe ser más o menos simétrica en torno a la longitud de onda 
que se va a utilizar. Si esta banda corresponde a una región en la cual el analito muestra una 
absortividad casi constante, las desviaciones de la ley de Beer serán mínimas.  
 
La radiación parásita se define como la radiación debida al instrumento y que está fuera de la banda 
de longitud de onda seleccionada para hacer mediciones. Esta radiación proviene generalmente de 
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la dispersión y reflexión de las superficies de las rejillas, lentes o espejos, filtros y ventanas. La luz 
parásita provoca que la absorbancia aparente sea mucho menor que la verdadera absorbancia. Las 
desviaciones debidas a este tipo de radiación parásita, se vuelven más importantes a medida que 
aumenta la absorbancia. 
 
Utilizar celdas no apareadas también puede ser otra causa de desviación de la ley de Beer, si las 




El espectrofotómetro es un instrumento utilizado para el análisis químico, este instrumento permite 
medir, en función de la longitud de onda. 
 
La mayoría de los instrumentos espectroscópicos para las regiones UV-Visible e IR, incluyen cinco 
componentes: 
 
1 Una fuente estable de energía radiante 
2 Un selector de longitud de onda 
3 Uno o más recipientes para la muestra 
4 Un detector de radiación, que convierte la energía radiante en una señal eléctrica que se 
mide 
5 Un sistema que procesa y lee la señal que consta 
 













Figura 2.21   Diagrama esquemático de un espectrofotómetro de haz simple 
En: Skoog Douglas (2001), Química analítica 
 
La luz procedente de una fuente continua pasa a través de un monocromador, que selecciona una 
banda estrecha de longitudes de onda del haz incidente. Esta luz “monocromática” atraviesa una 
muestra de camino óptico b, y mide la irradiancia de la luz que emerge mediante un detector. 
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En espectroscopia visible y UV se coloca una muestra líquida normalmente en una celda llamada 
cubeta, que tiene paredes lisas de sílice fundida (SiO2). El vidrio es adecuado para espectroscopia 
visible, pero no para UV, porque absorbe radiación UV. Las cubetas más utilizadas tienen una 
longitud de camino óptico de 1,000 cm. (Harris, 2007). La figura 2.22 muestra las celdas de vidrio 
empleadas durante el desarrollo de la investigación. 
 
 
Figura 2.22   Celdas de vidrio utilizadas para espectrofotometría 
 
En análisis espectrofotométrico, se escoge la longitud de onda de máxima absorbancia por dos 
razones: 
 
a) La curva es relativamente aplanada en las proximidades del máximo, de manera que apenas 
varía la absorbancia si se desajusta un poco el monocromador o si varía algo la anchura de 
banda escogida. La ley de Beer se cumple mejor cuando la absorbancia es casi constante a 
lo largo de la banda de longitudes de onda escogida. 
 
b) La sensibilidad del análisis es máxima en el máximo de absorbancia, es decir se consigue 
la máxima respuesta para una concentración dada del analito. 
 
Se debe procurar mantener cubiertos todos los recipientes para evitar que entre el polvo, debido a 
que el polvo dispersa la luz, que aparece como absorbancia en un espectrofotómetro. Filtrar las 
disoluciones finales a través de un filtro de poro muy fino puede ser necesario en trabajos críticos. 
Se debe manipular las cubetas con un pañuelito suave. (Harris, 2007). 
 
2.2.21.6 Componentes de un espectrofotómetro 
 
Los elementos de un espectrofotómetro ensamblados entre si permiten medir la absorbancia en 
función de la longitud de onda, generalmente consta de los siguientes componentes: 
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 Fuente de radiación 
 Monocromador 




2.2.21.6.1 Fuente de radiación 
 
La fuente debe generar un haz de radiación que tenga potencia suficiente que facilite su detección y 




El monocromador dispersa la luz separando las longitudes de onda que la componen, selecciona 
una banda estrecha de longitudes de onda, que es la que atraviesa la muestra y llega al detector. 
 
2.2.21.6.3 Compartimiento de la muestra 
 
Es el lugar en el cual se da la interacción, radiación electromagnética con la materia. Pueden existir 




Es un dispositivo que indica la existencia de algún fenómeno físico. Es aquel que produce una 




Convierte el fenómeno físico, en números proporcionales al analito en cuestión. 
 
2.2.21.6.6 Recipientes para muestras 
 
Los recipientes para las muestras, denominados celdas o cubetas, deben tener ventanas que sean 
transparentes en la región del espectro de interés. Para la región UV (λ inferior a 350 nm), se 
requiere cuarzo o sílice fundida. Se utiliza vidrio de silicato para la región entre 375 y 2000 nm, 
debido a su bajo costo comparado con el cuarzo. En la región visible también se utilizan celdas de 
plástico. Para la región IR, el material más utilizado para las ventanas de las celdas es el cloruro de 
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sodio cristalino, que es soluble en agua y algunos disolventes. La longitud más común de las celdas 
que se emplean en la región UV-visible es de 1 cm. En la figura 2.23 se observan algunos ejemplos 




Figura 2.23   Ejemplos comunes de celdas para la región UV-visible 
En: Skoog Douglas (2001), Química analítica 
 
La calidad de los datos espectroscópicos depende en gran medida de la forma como se utilizan las 
celdas y de su mantenimiento. Las marcas de las huellas digitales, grasa u otros depósitos sobre las 
paredes alteran las características de transmisión de las celdas. Es necesario la limpieza minuciosa 
antes y después de utilizarlas. (Skoog, West, Holler, & Crouch, 2001). 
 
2.3 Fundamento legal 
 
En el control de la calidad de una bebida alcohólica, estipulado en las normas ecuatorianas de cada 
tipo de licor NTE-INEN 360-374, la cantidad de los congéneres y de componentes mayoritarios 
que contiene es uno de los parámetros que define con que confiabilidad las bebidas alcohólicas 
destiladas que se expenden a la ciudadanía. 
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Se debe considerar la normativa internacional junto con la normativa ecuatoriana, para generar un 
método oficial que brinde buenos resultados, pues el método vigente para determinar acetato de 
etilo que es uno de los congéneres presentes, es muy largo y sus resultados no son exactos, debido a 
errores presentes en la norma INEN 340: Determinación de ésteres. 
 
La posibilidad de definir una nueva metodología de determinación y su aplicación con alta 
eficiencia, precisión y confiabilidad es ya una aportación importante dentro de los protocolos de 























3.1 Tipo de investigación 
 
La investigación desarrollada utilizó método científico, teórico-experimental, y basado en un 
método analítico, en la cual se determinó la presencia de acetato de etilo en la bebida alcohólica y 
la influencia del tiempo de añejamiento en su concentración. 
 
Para saber si existe un aumento de acetato de etilo en bebidas alcohólicas que son sometidas al 
proceso de añejamiento, se analizó exclusivamente una marca comercial de ron de la industria 
DACA (San Miguel) de la ciudad de Cuenca, esta es la única industria a nivel nacional que se 
dedica a la producción de ron de diferentes tiempos de añejamiento. 
 
El desarrollo de la investigación en su totalidad se realizó en el Laboratorio de Análisis de 
Alimentos del OSP, de la Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad Central del Ecuador. 
 
3.2 Población y muestra 
 
Para la realización de esta investigación las muestras fueron obtenidas por un muestreo no 
probabilístico, de tipo de selección intencional o de juicio, de 2 marcas de ron producidos a nivel 
nacional, las cuales se obtuvieron en los supermercados de la ciudad de Quito. Las cuales 
permitieron determinar la eficiencia del método. A continuación se detallan las marcas comerciales 
empleadas en el desarrollo de la investigación. 
 
Muestras de Ron utilizadas en la investigación 
Marca Tipo de ron 
Ron Castillo Castillo Oro 
Ron San Miguel San Miguel 3 años 
San Miguel 5 años 
San Miguel 7 años 
 
Para el ensayo de recuperabilidad del método cromatográfico se empleó el ron Castillo Oro, 
mientras que para evaluar la influencia del tiempo de añejamiento sobre la concentración de acetato 
de etilo, se utilizó bebidas alcohólicas de la industria San Miguel. A continuación, se detalla en la 
tabla 3.1 las unidades de ron que se emplearon en la investigación según el lote, mientras que en la 
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figura 3.1 se observa la coloración que presentaron los rones de acuerdo a su tiempo de 
añejamiento. 
 
Tabla 3.1   Muestras de Ron San Miguel según el lote de producción 
Tiempo de añejamiento Botellas según el lote 
L1 L2 L3 L3 
3 años Gold Oro L-15-02-12 L-15-02-12 L-25-07-12 L-11-03-13 
5 años Reserva especial L-24-07-12 L-24-07-12 L-07-02-13 L-07-02-13 




Figura 3.1   Muestras de ron San Miguel 
 
3.3 Variables de la investigación 
 
La tabla 3.2 describe brevemente las variables de la investigación de acuerdo a los métodos 
utilizados: 
 
Tabla 3.2   Descripción de las variables de la investigación 
Método de Análisis Variable dependiente Variable independiente 
Cromatografía de Gases Señal analítica 
(Área: mV.s) 
Contenido de acetato de etilo 
(mg/100mL) 
Espectrofotometría Señal analítica 
(Absorbancia) 





3.4 Diseño experimental 
 
Para evaluar la eficiencia de los dos métodos de análisis empleados, y determinar cuál proporciona 
mejores resultados, se realizó la determinación de acetato de etilo a partir de una solución madre de 
concentración conocida, la cual fue sometida a diez lecturas por los dos métodos. 
 
Con los valores obtenidos se realizó un contraste F y pruebas  t que permiten comparar los dos 
métodos y así determinar cuál de ellos proporciona mejores resultados. 
 
Para evaluar el tiempo de añejamiento se realizó un diseño de bloques completos al azar (DBCA). 
 
A continuación se describe todas estas herramientas estadísticas utilizadas. 
 
 Contraste F para la comparación de desviaciones estándar 3.4.1
 
El test F dice si dos desviaciones estándar son significativamente diferentes entre sí. En muchos 
casos es necesario comparar las desviaciones estándar, es decir, los errores aleatorios de dos 
conjuntos de datos. Esta comparación, puede pretender probar si el Método A es más preciso que el 
Método B (contraste de una cola) o si los Métodos A y B difieren en su precisión (un contraste de 
dos colas). 
 
El contraste F considera la razón de las dos varianzas muestrales, es decir, la razón de los 
cuadrados de las desviaciones estándar. (Miller & Miller, 2002) 
 




        Ecuación 3.1 
 
Se coloca siempre en el numerador la desviación estándar mayor, y por tanto F ≥ 1. Si 
Fcalculada>Ftabulada, la diferencia es significativa. (Harris, 2007) 
 
Esta prueba se la realizó con la finalidad de definir cuál de los dos métodos proporciona resultados 
más precisos, el análisis estadístico se lo hizo considerando un contraste de una cola. La figura 3.2 











Resultados [Ac Etilo] Resultados [Ac. Etilo]
Comparación
Prueba F




Aceptar la Ha Aceptar Ho
Conclusión
FIN
5 mg acetato de etilo /100mL
10 lecturas 10 lecturas
 
 
Figura 3.2   Esquema para realizar la prueba F 
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 Comparación de dos medias experimentales 3.4.2
 
Los resultados de un método analítico nuevo se pueden contrastar mediante comparación con los 
datos obtenidos utilizando un segundo método. En este caso se tiene dos medias muestrales   ̅̅ ̅ y 
  ̅̅ ̅. La hipótesis nula en este caso indica que los dos métodos proporcionan el mismo resultado, es 
decir H0: µ1=µ2. 
 
Para decidir si la diferencia entre dos medias muestrales   ̅̅ ̅ y   ̅̅ ̅ es significativa, es decir, para 
contrastar la H0: µ1=µ2, se calcula el estadístico t: 
  







     Ecuación 3.2 
 
Donde S se calcula a partir de: 
   
        
          
 
         
     Ecuación 3.3 
 
Y t tiene   +  -2 grados de libertad. Este método supone que las muestras se obtienen de 
poblaciones con deviaciones estándar iguales. (Miller & Miller, 2002) 
 
El test t se utiliza para comparar dos conjuntos de medidas y decidir si son o no diferentes. Con la 
aplicación de este test se trata de comprobar la hipótesis nula, que afirma que los valores medios de 
dos series de medidas no son diferentes. Debido a que los errores aleatorios son inevitables, no se 
puede esperar nunca que dos valores sean idénticos, aun cuando midan la misma magnitud física. 
(Harris, 2007) 
 
 Comparación de un resultado medido con un valor conocido 3.4.3
 
Se realiza esta prueba t, midiendo una cantidad varias veces, obteniendo así un valor promedio y 
una desviación estándar. Este resultado se lo compara frente al resultado conocido. 
 
Para calcular t se utiliza la siguiente ecuación: 
           
| ̅               |
 
√    Ecuación 3.4 
 
Cuando ya se ha encontrado la t calculada se debe comparar con la t tabulada de la tabla de t de 
Student a un nivel de confianza del 95% y 99%, considerando los grados de libertad como n-1. Si 
la t calculada es mayor que la t tabulada, se considera que los dos resultados son diferentes. 
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La figura 3.3 esquematiza como realizar las pruebas t: 
 
INICIO








- Comparación de medias experimentales










Resultados de las lecturas
 
Figura 3.3   Esquema para realizar la Prueba t 
 
 50 
 Diseño de bloques completos al azar (DBCA) 3.4.4
 
Este diseño se emplea cuando las unidades experimentales no son homogéneas y la variación entre 
estas puede enmascarar los verdaderos efectos de los tratamientos. 
 
En un DBCA se consideran tres fuentes de variabilidad: 
 El factor de tratamientos 
 El factor de bloques y  
 El error aleatorio 
Estas son las tres posibles causas de variabilidad que se presentan en los datos. (Gutiérrez & De la 
Vara, 2004) 
 
Se dice que las unidades experimentales no son homogéneas cuando estas no pueden reaccionar o 
responder a un tratamiento de la misma manera o con la misma capacidad debido a sus diferencias 
intrínsecas. 
 
Tabla 3.3   Esquema del ANOVA para el DBCA 
FV SC GL CM F0 p-value 
Tratamientos ∑
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Total ∑∑   
 
 
   
 




   
 N-1    
Nota: Adaptado de (Gutiérrez & De la Vara, 2004) 
 
Para determinar si hay incremento de la concentración de acetato de etilo en cuanto al tiempo de 
añejamiento, se realizó un Diseño Completamente al Azar (DBCA). 
 
La tabla 3.4 describe las características del acetato de etilo que se empleó para la preparación de la 
solución madre empleada para las curvas de calibración de los dos métodos, a continuación se 





Tabla 3.4   Características del acetato de etilo 
Propiedad Descripción 
Pureza 99,5 % 
Apariencia Clara 
Densidad  0,901 a 0,904 g/mL 
Punto de ebullición 76 a 78 °C 
 
 Selectividad del método cromatográfico 3.4.5
 
Para el método cromatográfico se realizaron ensayos con la finalidad de determinar las mejores 
condiciones en el equipo YL Clarity, se modificaron temperaturas en el inyector, en el detector, así 
como también se generó rampas de temperatura en el horno del cromatógrafo, todo ello con la 
finalidad obtener n una buena separación de los analitos presentes en las bebidas alcohólicas y que 




La recuperabilidad describe la capacidad de un método para determinar todo el analito presente en 
la muestra, según el alcance del método. 
 
Una de las formas para determinar de la mejor manera la eficacia del método es adicionar una 
concentración conocida del analito a las muestras y analizarlas según el método que se emplee. 
Aunque esta es la manera más común de cuantificar la recuperación, el analito adicionado puede no 
homogenizarse por completo a la matriz, y lo cual puede ocasionar un resultado erróneo o lo que es 
más puede dar la impresión de una elevada eficacia del método. 
 
Existen alternativas que permiten establecer la recuperabilidad, las cuales se basan en trabajar con 
material de referencia adecuados (MR) de acuerdo a la matriz, en estos casos el estudio de 
recuperación se representa con mayor precisión. (CENAM, 2005) 
 
El porcentaje de recuperabilidad se calcula mediante la siguiente ecuación: 
 
                    
                                          
                   




3.5 Materiales y métodos 
 
Los materiales y equipos, las técnicas, normas y procedimientos empleados se describen se detallan 
a continuación. 
 
 Técnicas  3.5.1
 
Las técnicas fueron utilizadas con la finalidad de generar un método cromatográfico adecuado, así 
se combinaron diferentes parámetros de cada una de ellas. 
 
A continuación se describen las técnicas que se utilizaron en el desarrollo de la investigación: 
 
 Norma Técnica Colombiana NTC4118.- Determinación de metanol y congéneres en 
bebidas alcohólicas y en alcohol etílico empleado en su elaboración mediante 
cromatografía de gases. (Ver Anexo 6) 
 
 Norma Técnica Ecuatoriana Obligatoria INEN-340:1994. Bebidas Alcohólicas. 
Determinación del grado alcohólico. (Ver Anexo 8) 
 
 Norma Técnica Ecuatoriana INEN-2 014. Bebidas Alcohólicas. Determinación de 
productos congéneres por cromatografía de gases.(Ver Anexo 9) 
 
 Método oficial AOAC 972.07.  Ésteres en licores destilados: Método espectrofotométrico. 
(Ver Anexo 10) 
 
 IEAL-24: Instructivo de Validación de métodos de ensayo de alimentos. 
 
 Catálogo fundamental  de Cromatografía de Agilent: guía de referencia para columnas y 
consumibles. 
 
 Materiales, equipos y reactivos 3.5.2
 





Equipos Materiales Reactivos 
Cromatógrafo de gases marca 
YL modelo 6500 con detector 
FID 
Microjeringa de 1µL - 10µL Alcohol etílico absoluto grado 
cromatográfico 
Generador de hidrógeno Viales para inyección 
automática 
Agua destilada Tipo 2 
Equipo de destilación Rotavapor Balones de destilación (fondo 
redondo) capacidad 1000mL 
Tanques de Nitrógeno y aire 
comprimidos 
Columna capilar 5% 
fenilmetilsiloxano de 60 m de 
longitud, 0.32 mm de diámetro 
interno y 1.8 µm de espesor de 
capa 
Alcoholímetro Gay-Lussac, 
calibrado a 15ºC 




Termómetro  Solución de ácido clorhídrico 
4M 
Balanza analítica Denber Matraz volumétrico: 50mL, 
100mL y 250 mL 
Solución de NaOH 3.5M 
Ultrasonido Probetas 250 y 500 mL 
Pipetas volumétricas: 1mL, 
2mL y 5mL 
Solución de cloruro férrico 
0,37M 
 Tubos  de ensayo con tapas 
Celdas de vidrio para 
espectrofotómetro 
Vasos de precipitación 
Solución cloruro de 
hidroxilamina 2M 
 
 Descripción de los equipos 3.5.3
 
 Cromatógrafo de gases marca YL modelo 6500 con: puerto de inyección automática, diseñado 
para el uso de columnas capilares, detector FID, acoplado a un ordenador con el programa YL-
Clarity para el procesamiento de datos y análisis de cromatogramas. 
 
En las figura 3.4 y 3.5 se observa el cromatógrafo de gases YL, el horno y la columna DB-624 









Figura 3.5   Horno del cromatógrafo YL 
 
Características de la Columna Cromatográfica DB-624 
COLUMNA DB-624 
 Longitud 60 m 
 Diámetro 0,320 mm 
 Film 1,80 µm 
 Límites de temperatura -20°C a 260°C 
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 Espectrofotómetro Shimadzu UV-1203 (Figura 3.6) 
 
 
Figura 3.6   Espectrofotómetro Shimadzu UV-1203 
 
 Equipo de destilación Rotavapor, con control de temperatura de destilación (20 – 100°C), 




Figura 3.7   Destilador Rotavapor 
 
 
 Metodologías y procedimientos 3.5.4
 
Se detallan paso a paso todos los procedimientos como se trabajaron, tanto para el método 
cromatográfico como para el método espectrofotométrico. 
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3.5.4.1 Preparación de los patrones 
 
Las soluciones que se prepararon se almacenan en el refrigerador, las mismas que se deben 
preparar mensualmente. 
 
3.5.4.1.1 Solución estándar de partida o solución madre 
 
Para la preparación de la solución madre, se adoptó el siguiente procedimiento: 
 
 Pesar un balón aforado de 100 mL, y tarar. 
 Añadir aproximadamente 80 mL del solvente (etanol  40%) y tarar. 
 Con una pipeta automática, adicionar 500 µL de acetato de etilo extra puro y registrar 
el peso adicionado. 
 Llevar a volumen con el solvente. 
 Tapar y llevar al ultrasonido para homogenizar completamente. 
 
La figura 3.8 corresponde al estándar puro de acetato de etilo, se almacena en viales 
completamente cerrados para evitar que se volatilice o se contamine. 
 
 





Pesar un balón aforado de 100 mL
Añadir el solvente y tarar
Adicionar 500 µL de acetato de etilo
Registrar el peso
Aforar, tapar y llevar al ultrasonido
5 min
FIN
Aprox. 80 mL etanol 40%
 
Figura 3.9   Diagrama de preparación de la solución madre de acetato de etilo 
 
3.5.4.1.2 Soluciones de trabajo para las curvas de calibración 
 
Las soluciones estándar para las curvas de calibración se prepararon en una concentración cercana 
a la que se espera encontrar en las muestras de ron. 
 
Se trabajó con balones volumétricos de 100 y 50 mL, en los cuales se añadió alrededor de 25 mL 
de etanol al 40%, se tomó de la solución madre diferentes cantidades para llegar a las 
concentraciones deseadas, a continuación se lleva a volumen con etanol al 40%, se tapa y se lleva 
al ultrasonido durante 5 minutos para una completa homogenización. 
 
La figura 3.10 representa los estándares preparados, de izquierda a derecha las concentraciones de 
cada uno son: solución madre 502.6 mg; estándares de 5, 12.5, 25, 50, 100 y 125 mg, todos 




Figura 3.10   Estándares para la curva de calibración 
 
En la figura 3.11 se describe todo el procedimiento que se siguió hasta obtener los estándares, los 
cuales se utilizaron en la curva de calibración. 
 
INICIO
Preparación de la solución patrón
Pesar 500mg Ac. Et.
Aforar a 100mL con EtOH 40%
Agitar por 5 min 
A partir de la soln. Patrón 
preparar la curva de calibración 
Tomar 1mL de la soln. Patrón/Aforar 
a 100 mL con EtOH 40%
Cf= 5 mg/100mL
Tomar 2,5mL de la soln. patrón
/Aforar a 100 mL con EtOH 40%
Cf= 12.5 mg/100mL
Tomar 2,5mL de la soln. patrón
/Aforar a 50 mL con EtOH 40%
Cf= 25 mg/100mL
Tomar 5mL de la soln. patrón
/Aforar a 50 mL con EtOH 40%
Cf= 50 mg/100mL
Tomar 10mL de la soln. patrón
/Aforar a 50 mL con EtOH 40%
Cf= 100 mg/100mL
Tomar 12,5mL de la soln. patrón
/Aforar a 50 mL con EtOH 40%
Cf= 125 mg/100mL
 
Figura 3.11   Preparación de estándares para la curva de calibración 
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3.5.4.2 Determinación de la linealidad 
 
A partir de los seis estándares preparados con las concentraciones (5, 12.5, 25, 50, 100 y 125) 
mg/100mL se realizó las lecturas, en tres días diferentes manteniendo las mismas condiciones para 
el método cromatográfico y método espectrofotométrico. Se debe tener en cuenta que las 
soluciones estándar se prepararon considerando los contenidos de acetato de etilo en las bebidas 
alcohólicas de acuerdo a los rangos permitidos por la normativa nacional. 
 
La figura 3.12 representa los criterios que se tomaron para verificar la linealidad de los métodos, se 
realizó las lecturas de los estándares, con los resultados obtenidos se procedió a realizar la curva en 
la cual se representó la señal analítica vs concentración.  
 
INICIO
Preparación soluciones para la 
curva




NOCálculos según señal analítica
Realizar la curva






GC: Área en mV.s
Espectrofotometría: Abs
 
Figura 3.12   Diagrama para linealidad 
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3.5.4.3 Determinación de la recuperabilidad 
 
Para realizar la determinación de la recuperabilidad, se empleó una de las muestras de ron, la cual 
previamente fue analizada y cuantificado el contenido de acetato de etilo; a esta muestra se le 
fortificó con una concentración conocida y se realizó las lecturas. 
 
Procedimiento para recuperabilidad: 
 
 En un balón aforado de 100 mL colocar aproximadamente 50 mL de la muestra de ron 
destilada. 
 Con una pipeta automática se adiciona una concentración conocida de acetato de etilo. 
 Registrar el peso adicionado. 
 Llevar a volumen con la misma muestra de ron destilado. 
 A continuación se lleva al ultrasonido durante 5 minutos para su completa 
homogenización. 
 
A partir de esta solución se procedió a realizar los análisis, para lo cual se hicieron 10 lecturas, en 
el mismo día, bajo las mismas condiciones tanto para el método cromatográfico como para el 
método espectrofotométrico. 
 
La figura 3.13 representa el procedimiento a seguir para obtener la recuperabilidad mediante el 






Medir grados alcohólicos a 
15°C
Hay acetato de etilo
en la muestra
NO
Lecturas Método GC/Método 
Espectrofotométrico
Cuantificación en la muestra
FIN










Figura 3.13   Esquema de recuperabilidad 
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3.5.4.4 Método para determinar el grado alcohólico 
 
Se realizará según la NTE-INEN 340:1994 Determinación del grado alcohólico (Ver Anexo 8). En 






Colocar 250mL en un balón
Destilar lentamente
Llevar el destilado a 15°C
Colocar en una probeta
FIN
Homogenizar




Llevar a volumen 250mL 
con agua destilada
 
Figura 3.14   Esquema para determinación del grado alcohólico 
 
La figura 3.15 representa el alcoholímetro marca Fisherbrand, utilizada para la determinación del 
grado alcohólico, se encuentra calibrado para hacer lecturas a 15 °C 
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Figura 3.15   Alcoholímetro para determinar el grado alcohólico 
 
La figura 3.16 representa la lectura del grado alcohólico en una muestra de ron, se debe tener en 
cuenta que el alcoholímetro no debe tocar las paredes de la probeta para una correcta lectura. 
 
 
Figura 3.16   Determinación del grado alcohólico a 15°C 
 
3.5.4.5 Métodos para la determinación de ésteres 
 
Se emplearon dos métodos, el método cromatográfico y el método AOAC 972.07. 
 
3.5.4.5.1 Método Oficial  AOAC 972.07 




Es una reacción cuantitativa de los ésteres, con hidroxilamina en solución alcalina, para formar 
ácido hidroxámico, que después de la acidificación, forma un complejo coloreado con los iones 




a) Ácido clorhídrico 4M.Disolver 333 mL de HCl en un balón aforado de 1000 mL y llevar a 
volumen con agua destilada tipo 2. 
b) Cloruro férrico 0.37M.Disolver 50 g de FeCl3.6H2O en 400 mL de agua destilada tipo 2 en 
un balón aforado de 500 mL. Añadir 12.5 mL de HCl 4M y llevar a volumen con agua 
destilada tipo 2. 
c) Hidrocloruro hidroxilamina 2 M. Disolver 69.6 g H2NOH.HCl en 300 mL de agua 
destilada tipo 2 en un balón aforado de 500 mL, llevar a volumen. La solución debe ser 
almacenada en el refrigerador. 
d) Hidróxido de sodio 3.5 M. Disolver 70 g de NaOH en 400 mL de agua destilada tipo 2 en 
un balón de 500 mL. Enfriar y llevar a volumen con agua destilada tipo 2. 
 
La figura 3.17 representa los reactivos que se emplearon en el método espectrofotométrico. 
 
 
Figura 3.17   Reactivos para el método AOAC 972.07 
 
Preparación de los estándares de acetato de etilo para la curva de calibración 
 
A partir de las soluciones preparadas de acetato de etilo, se procede a realizar las lecturas 
correspondientes para cada concentración mediante el desarrollo del color. 
 
Determinación de la curva de calibración 
 
Previamente antes de realizar la determinación, preparar la solución de hidroxilamina en medio 
alcalino, para lo cual al momento de utilizar se debe combinar en una relación de 1:1, la solución 
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de H2NOH.HCl 2M con NaOH 3.5M. El volumen a preparar depende de la cantidad de análisis a 
realizar. Después de 6 horas se debe descartar esta solución. 
 
 Solución de referencia.-En un tubo de ensayo colocar 4 mL de la solución de hidroxilamina 
en medio alcalino, añadir 2 mL de HCl 4M y agitar. Adicionar 2 mL de una de las soluciones 
para la curva. 
 
 Soluciones para la curva de calibración.- En tubos de ensayo colocar 2 mL de las soluciones 
para la curva de calibración y añadir 4 mL de la solución de hidroxilamina en medio alcalino, 
agitar los tubos y dejar reaccionar durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se añade 2 mL 
de HCl 4M a los tubos de la curva de calibración y se agita. 
 
A continuación, tanto a la referencia como a los tubos de la curva se añade 2 mL de FeCl3 y se 
mezcla. Finalmente se procede a realizar las lecturas en el espectrofotómetro a una longitud de 
onda de 525 nm, utilizando la solución de referencia como blanco para las lecturas. 
 
En la figura 3.18 se observa las coloraciones obtenidas para la solución de referencia y los 




Figura 3.18   Solución de referencia y soluciones de la curva de calibración 
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3.5.4.5.2 Determinación de acetato de etilo en las muestras de licores 
 
A partir de las muestras destiladas, se procede a realizar la determinación de la misma manera 
como se procede para la curva de calibración. Realizando igual una solución de referencia a partir 
de las soluciones de la curva de calibración. 
 
3.5.4.6 Preparación de las muestras 
 
Tanto para el método cromatográfico como para el método espectrofotométrico las muestras deben 
ser previamente destiladas, para evitar que los componentes que poseen interfieran en los 
resultados. Además que dichos componentes pueden contaminar la columna del cromatógrafo. 
 
La figura 3.19 representa las condiciones con las cuales se trabajaron para preparar las muestras. 
 
INICIO
Acondicionamiento de la 
muestra








Medir el grado alcohólico15 °C
Colocar en viales
FIN
Almacenamiento de viales4 °C
 
Figura 3.19   Preparación de las muestras 
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Recepción de las muestrasBebidas alcohólicas RON
Llevar a 15°C, aforar a 250mL
Destilar
Selección del método a 
aplicar
Método 1 Método 2
GC AOAC
Medir Grado alcohólico a 
15°C
Colocar en los viales
Leer en el Cromatógrafo
Tratar la muestra según el 
método










 Parámetros para espectrofotometría 3.5.5
 
A continuación se detalla en la tabla 3.5 las condiciones utilizadas en el espectrofotómetro  
Shimadzu: 
 
Tabla 3.5   Parámetros utilizados en espectrofotometría 
Celda Vidrio 
Longitud de onda 525 nm 
Analito Acetato de etilo 
Señal analítica Absorbancia 
Volumen 3 mL 
Diámetro de la celda 1 cm 
Lámpara UV/Visible 
 
 Parámetros para cromatografía de gases 3.5.6
 
Para el desarrollo del método cromatográfico, se empleó las siguientes características en el 
cromatógrafo de gases, a continuación se describen en la tabla 3.6: 
 
Tabla 3.6   Parámetros para cromatografía de gases 
Tiempo de retención 7,26 min 
Analito Acetato de etilo 
Señal analítica mV.s 
Volumen de muestra inyectada 2 µL 
Columna  DB-624 
Detector FID 
Viales  Vidrio, capacidad 2 mL 
 
 Condiciones del Método Cromatográfico 3.5.7
 






Tabla 3.7   Condiciones del Método Cromatográfico 
HORNO Temperatura inicial 55°C / 2 min 
Temperatura máxima  250°C 
Programa de temperaturas 55°C a 70°C durante 3 min 
10°C/min a 140°C durante 5 min 
25°C/min a 230°C durante 7 min 
Tiempo de corrida 27,9 min 
Temperatura después de la corrida 230°C 
Tiempo después de la corrida 2 min 
INYECTOR Gas carrier Nitrógeno 
Temperatura 240°C 
Flujo 2 mL/min 
Split 1/10 
DETECTOR Temperatura 240°C 
Autoignición  Aire: 350 mL/min 
Make up: 10 mL/min N2 






















4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1 Selectividad del método cromatográfico 
 
Para optar por el mejor método de cromatografía, se realizó diferentes ensayos variando algunos 
parámetros en el método como se describen en la tabla 4.1, para así obtener la separación adecuada 
de los analitos que se encuentran presentes en las muestras de licores. 
 
Tabla 4.1   Resumen de los Métodos Cromatográficos 
MÉTODOS PARÁMETROS DE CROMATOGRAFÍA 
Método 
Cromatográfico # 1 
Columna DB 624 (60m; 0,32mm; 1,8µm) 
Temp. Horno (°C) 65 
Temp. Inyector (°C) 150 
Temp. Detector FID (°C) 190 
Flujo (mL/min) 2 
Volumen de inyección 2 µL 
Tipo de inyección Splitless 
Gas carrier Nitrógeno 
Tiempo de corrida 40 min 
Observación: El tiempo de la corrida fue demasiado largo, y no 
permitió separar todos los picos. 
Método 
Cromatográfico # 2 
Columna DB 624 (60m; 0,32mm; 1,8µm) 
Temp. Horno (°C) 55°C*2 min 
(55-70)°C: 5°C/min * 3min 
(70-135)°C 10°C/min * 8min 
(135-200)°C 10°C/min * 7min 
Temp. Inyector (°C) 200 
Temp. Detector FID (°C) 210 
Flujo (mL/min) 2 
Volumen de inyección 2µL 
Tipo de inyección Split 1:20 
Gas carrier Nitrógeno 
Tiempo de corrida 35min 
Observación: Con la generación de rampas de temperatura, se logró 
separar varios analitos, sin embargo existieron dos picos de 
interferencia. 
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Tabla 4.1   Resumen de los Métodos Cromatográficos (continuación) 
Método 
Cromatográfico # 3 
Columna DB 624 (60m; 0,32mm; 1,8µm) 
Temp. Horno (°C) 55°C*2 min 
 (55 a 70°C): 5°C/min * 3min 
(70-140°C): 10°C/min * 5min 
(140-230°C): 25°C/min * 7min 
Temp. Máx. 250°C 
Temp. después de la corrida: 230°C 
Tiempo después de la corrida: 2 min 
Temp. Inyector (°C) 240 
Temp. Detector FID (°C) 240 
Flujo (mL/min) 2 
Volumen de inyección 2µL 
Tipo de inyección Split 1:10 
Gas carrier Nitrógeno 
Tiempo de corrida 27,9 min 
 
Observación: Con la generación de rampas de temperatura, se logró 
separar los analitos adecuadamente, además se generó una temperatura 
después de la corrida para eliminar restos de analitos de alto peso 
molecular que pueden quedarse en la columna y así evitar que se 
contamine. 
 
Los tres métodos que se evaluaron permitieron separar los analitos, pero debido a la gran cantidad 
de componentes que poseen las bebidas alcohólicas fue indispensable probar más de un método, 
cada uno de los cuales fue modificado alguna de las variables, lo cual permitió tener resultados 
satisfactorios. 
 
Así de los tres métodos probados, el método cromatográfico # 3 fue el que permitió una mejor 
separación de los analitos, puesto que durante el desarrollo del método la generación de las rampas 
de temperatura permitieron separar mejor los compuestos y los picos formados son más definidos, 
además que el tiempo de corrida es de alrededor de 30 min con lo cual se optimiza el tiempo de 





4.2 Prueba F 
 
Se realizó la Prueba F para saber cuál de los dos métodos es el más preciso, realizando la 
evaluación con un contraste a una cola. 
 
Tabla 4.2   Datos obtenidos: Método Cromatográfico y Método Espectrofotométrico 























Hipótesis Nula (H0):    
    
  
Hipótesis Alterna (HA) :   
    
  
 
El cálculo del valor F se lo realizo según la ecuación 3.1: 
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En el Anexo 11: Tabla de valores críticos de F (P=0,05), se observa que para 9 gl del numerador y 
9 gl del denominador se tiene un valor F95%= 3,179, mientras que el valor F calculado= 2,39; al ser el 
valor Fcalculado menor al valor de F95% se tiene que las varianzas de los dos métodos son iguales. 
 
Por lo cual, la Prueba F indica que el Método B (Método Espectrofotométrico) es menos preciso 




Figura 4.1   Representación de la Prueba F 
 
4.3 Prueba t para comparación de medias 
 
Para determinar si existe diferencia entre los dos métodos se realizó una prueba de t a un 
contrataste de dos colas, en la Tabla 4.2 se detallan los datos obtenidos por los dos métodos 
analíticos. 
 
Tabla 4.3   Resumen de los datos obtenidos por los dos métodos 













Hipótesis Nula (Ho):    ̅̅̅̅    ̅̅̅̅  
Hipótesis Alterna (HA):   ̅̅̅̅    ̅̅̅̅  
 
 75 
Donde S se calcula a partir de la ecuación 3.3: 
 
   
        
          
 
         
 
 
   
                       
         
 
 
          
 
         
 
El cálculo de la prueba de t se realizó con la ecuación 3.2: 
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Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 18
Estadístico t 9,749
P(T<=t) una cola 6,596E-09
Valor crítico de t (una cola) 1,734
P(T<=t) dos colas 1,319E-08















Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 18
Estadístico t 9,749
P(T<=t) una cola 6,596E-09
Valor crítico de t (una cola) 2,552
P(T<=t) dos colas 1,319E-08
Valor crítico de t (dos colas) 99% 2,878
 
 
Con los resultados obtenidos de los dos métodos y sus diez repeticiones, Tabla 4.2, se realizó la 
prueba t para comparar las medias experimentales. 
 
En la tabla para la distribución t (Anexo 12), se observa que el valor crítico, para 18 gl al 5% es 
2,101 y al 1% es 2,878, al obtener un valor de tcalculad  > ttabulado indica que son estadísticamente 
diferentes por lo tanto la hipótesis aceptada es la alterna, en la cual indica que los dos métodos son 
diferentes, tanto al 5% como al 1%. Existe una diferencia altamente significativa 
 
 
Figura 4.2   Representación prueba t a dos colas 
 
4.4 Prueba t para exactitud 
 
Se realizó una prueba de t para comparar el resultado medido con la concentración conocida de 
acetato de etilo, con ello se determinó cuál de los dos métodos presenta mayor exactitud. Esta 
comparación se la realizó a un contraste de dos colas. 
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Concentración de acetato de etilo: 5,02 mg/100 mL 
Esta concentración se utilizó para el análisis 
 
Tabla 4.6   Resumen de datos obtenidos por los dos métodos 













Hipótesis Nula (Ho):    ̅̅̅̅    
Hipótesis Alterna (HA):   ̅̅̅̅    
 
El cálculo de la prueba de t se realizó con la ecuación 3.4: 
 
  





|          |
     
√   
 
            Método espectrofotométrico 
           Método Cromatográfico 
 
           
           
 
Con los resultados obtenidos de los dos métodos, se realizó la prueba t para comparar las medias 
experimentales con la concentración de acetato de etilo conocida. 
 
En la tabla para la distribución t (Anexo 12), se observa que el valor crítico considerando un 
contraste de dos colas, para 18 gl al 5% es 1,833 y al 1% es 2,821, al obtener un valor de tcalculado > 
ttabulado para el método espectrofotométrico, esto indica que este método es menos exacto debido a 
que la media de la concentración comparada frente a la concentración conocida es altamente 
significativa; mientras que para el método cromatográfico se observa que las concentraciones de la 
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media y el estándar resultan ser no significativos, es decir las concentraciones son iguales, por lo 
cual el método resulta ser exacto. 
 
 




Figura 4.4   Prueba t para el método cromatográfico (Exactitud) 
 
4.5 Determinación de recuperabilidad 
 
Se realizó el ensayo de recuperabilidad mediante los dos métodos, con los datos obtenidos se 
determinó la cantidad de acetato de etilo añadida y se calculó el % de recuperación del analito para 
cada método. 
 
 Recuperabilidad para el método cromatográfico 4.5.1
 
En la tabla 4.7, se muestran los datos obtenidos en la recuperabilidad del método cromatográfico, 
en este ensayo se empleó como matriz una muestra de ron castillo oro, la cual previamente se 




Tabla 4.7   Datos de recuperabilidad: Método GC 
N°
Conc. de acetato 
de etilo en la 
muestra 
(mg/100mL)
Conc. de acetato 










1 6,41 67,60 1487,09 72,93 98,54
2 6,41 67,60 1492,02 73,24 98,96
3 6,41 67,60 1515,85 74,41 100,54
4 6,41 67,60 1509,17 74,01 100,01
5 6,41 67,60 1495,05 73,32 99,07
6 6,41 67,60 1503,06 73,71 99,60
7 6,41 67,60 1462,21 71,78 96,98
8 6,41 67,60 1502,71 73,77 99,67
9 6,41 67,60 1481,65 72,72 98,26









 Recuperabilidad para el método espectrofotométrico 4.5.2
 
En la tabla 4.8, se muestran los datos obtenidos en la recuperabilidad del método 
espectrofotométrico, como ya se indicó se empleó como matriz ron Castillo Oro. 
 
Tabla 4.8   Datos de recuperabilidad: Método Espectrofotométrico 
N°
Conc. de acetato 
de etilo en la 
muestra 
(mg/100mL)
Conc. de acetato 










1 6,41 67,60 1,06 51,51 69,60
2 6,41 67,60 1,06 51,56 69,67
3 6,41 67,60 1,05 51,40 69,46
4 6,41 67,60 1,05 51,46 69,53
5 6,41 67,60 1,05 51,30 69,31
6 6,41 67,60 1,05 51,30 69,31
7 6,41 67,60 1,05 51,14 69,10
8 6,41 67,60 1,05 51,24 69,24
9 6,41 67,60 1,05 51,30 69,31












Para el ensayo de recuperabilidad se empleó la ecuación 3.5: 
 
                    
                                          
                   
     
 
Criterio de aceptación: Recuperabilidad= 100 ± 5% 
 
Al analizar los resultados de las tablas 4.7 y 4.8, se afirma que el método cromatográfico tiene un 
mejor porcentaje de recuperación. 
 
El porcentaje de recuperabilidad del acetato de etilo calculado de acuerdo al método 
cromatográfico es de 99,11 %, valor que se encuentra dentro del criterio de aceptación del 
laboratorio. El método espectrofotométrico tiene un porcentaje de recuperabilidad del 69,38 %, 
valor que se encuentra fuera del criterio de aceptación. 
 
4.6 Determinación del grado alcohólico 
 
Se determinó el grado alcohólico (ºGL) de las muestras, según la NTE INEN 340:1994 para 
verificar si las muestras están sujetas al contenido alcohólico de acuerdo a su declaración en el 
envase. En la tabla 4.9 se observa el contenido de alcohol presente en las muestras, el cual se 
mantiene constante para cada botella analizada. 
 
Tabla 4.9   Determinación del grado alcohólico 
Tiempo de 
añejamiento
L1 L2 L3 L4 ∑
Desviación 
estándar
3 años 38,00 37,00 37,00 37,00 149,00 37,25 0,50
5 años 35,00 34,00 36,00 36,00 141,00 35,25 0,96














En la tabla 4.10 se observa el contenido declarado en las muestras de ron. 
 
Tabla 4.10   Contenido de alcohol declarado en los envases 
Tiempo de añejamiento del ron °GL declarados en el envase 
3 años 37 
5 años 35 
7 años 40 
 
Este parámetro está dentro de la norma para bebidas alcohólicas, además que el contenido 
declarado en las botellas si corresponde al valor encontrado.  
 
4.7 Determinación de la concentración de acetato de etilo: método cromatográfico 
 
A continuación se detalla en la tabla 4.11 la concentración de acetato de etilo calculada en las 
muestras según las curvas de calibración para este analito: 
 
Tabla 4.11   Concentración de acetato de etilo según las curvas de calibración 
Tiempo de 
añejamiento
L1 L2 L3 L4 ∑ S
3 años 5,47 5,81 5,75 5,53 22,56 5,64 0,16
5 años 7,12 7,09 6,91 7,07 28,18 7,05 0,09




Nota: La concentración de acetato de etilo esta expresada en mg/100mL. 
 
Como las normas INEN establecen que la cantidad de acetato de etilo debe estar expresada en 
mg/100mL de alcohol anhidro, se procede a realizar los cálculos para indicar  los resultados de esta 
manera. 
 
Para el cálculo de acetato de etilo en alcohol anhidro se emplea la siguiente ecuación: 
  
        
   
     Ecuación 4.1 
 
C es la concentración del compuesto volátil, expresada como mg/100mL de alcohol anhidro 
C1 es la concentración del analito obtenida según la curva de calibración 
F es el factor de dilución 
ºGL son los grados alcohólicos medidos de acuerdo a la NTE INEN 340 
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Tabla 4.12   Concentración de acetato de etilo (mg/100mL de alcohol anhidro) 
Tiempo de 
añejamiento
L1 L2 L3 L4 ∑ S
3 años 14,40 15,69 15,53 14,95 60,57 15,14 0,59
5 años 20,33 20,86 19,19 19,63 80,01 20,00 0,74





Con los resultados obtenidos de la concentración de acetato de etilo, se realizó el análisis de 
varianza para un diseño de bloques completos al azar (DBCA). 
 
Tabla 4.13   Análisis de varianza para DBCA 


















Años 190,78 2 95,39 217,97 2,50E-06 5,14 10,92
Lotes 4,40 3 1,47 3,35 9,67E-02 4,76 9,78
Error 2,63 6 0,44
Total 197,81 11  
 
En el análisis de varianza se observa una diferencia altamente significativa para los años de 
añejamiento, lo cual indica que el tiempo de añejamiento si influye en la concentración de acetato 
de etilo en el ron. En cuanto a los lotes, se observa que no son significativos, por lo tanto los lotes 
no representan una influencia para la concentración de acetato de etilo. 
 
4.8 Parámetros de validación para el método cromatográfico 
 
En la tabla 4.14 se resumen los parámetros de la validación para el método cromatográfico. 
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Tabla 4.14   Parámetros de Validación método cromatográfico 
Concentración 
































Ron Castillo Oro 99,11 1,01 1,01
RECUPERABILIDAD
Conc. Ac. Etilo (mg/100mL)
74,07
Solución 2     (12,56 mg/100mL)
12,49
12,49
Solución 3     (25,12 mg/100mL)
25,01
25,00




Matriz Conc. Ac. Etilo (mg/100mL)
Solución 1     (5,02 mg/100mL) 4,98
Solución 2     (12,56 mg/100mL) 12,50
Solución 3     (25,12 mg/100mL) 25,00
REPRODUCIBILIDAD
Matriz Conc. Ac. Etilo (mg/100mL)
LINEALIDAD
Area= 20,297 (Conc. Ac. Etilo) + 6,9013
Límite de detección 1,00 mg/100mL
Límite de cuantificación 3,3 mg/100mL
 
 
4.9 Parámetros de validación para el método espectrofotométrico 
 
A continuación en la tabla 4.15 se describen los parámetros de validación para el método 
espectrofotométrico. 
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Tabla 4.15   Parámetros de validación método espectrofotométrico 
Concentración 
































Ron Castillo Oro 69,38 0,18 0,25
Límite de detección
Límite de cuantificación






Matriz Conc. Ac. Etilo (mg/100mL)
Solución 1     (5,02 mg/100mL)
Solución 1     (5,02 mg/100mL)
Solución 2     (12,56 mg/100mL)
Solución 3     (25,12 mg/100mL)







Solución 2     (12,56 mg/100mL)















4.10 Gráficas de linealidad: métodos cromatográfico y espectrofotométrico 
 
Las figuras 4.5 y 4.6 representan los valores obtenidos en la curva de calibración para cada método, 
se observa que el método cromatográfico tiene un mejor coeficiente de correlación, los parámetros 
de validación indican que es la cromatografía de gases el mejor método para determinar y 
cuantificar acetato de etilo en bebidas alcohólicas. A pesar que el coeficiente de correlación del 
método espectrofotométrico es 0,9989 se debe considerar que el método no permite recuperar todo 
el analito. 
 




















Curva de calibración GC
 
Figura 4.5   Curva de calibración: método cromatográfico 
  
 





















Curva de calibración para Espectrofotometría
 


























 Se evaluaron tres métodos cromatográficos en el equipo YL Instrument, 6500GC, de los cuales 
el método número # 3 (ver tabla 4.1) presentó mejores condiciones para separar los 
compuestos en bebidas alcohólicas, puesto que la temperatura del inyector, del detector, tipo de 
inyección y la generación de rampas de temperatura en el horno hacen que todos los analitos 
eluyan separados, además que el tiempo de corrida es de 27 minutos con lo cual se optimiza el 
tiempo de trabajo. 
 
 Se analizaron los parámetros de validación (ver tabla 4.14 y 4.15), con estos resultados se 
comprueba que el mejor  método para determinar acetato de etilo y otros productos congéneres 
en bebidas alcohólicas es mediante cromatografía de gases, manifestando que presenta un 
mejor coeficiente de correlación, límite de detección, límite de cuantificación, recuperabilidad, 
repetibilidad y reproducibilidad. 
 
 El método cromatográfico proporciona mejores resultados, así como optimiza el tiempo 
permitiendo realizar más análisis en bebidas alcohólicas. 
 
 La prueba F (contraste de una cola) permitió comparar las varianzas, resultando tener varianzas 
iguales entre los dos métodos, con ello se comprueba que el método más preciso para 
determinar acetato de etilo es por cromatografía de gases. 
 
 Con la prueba t (contraste de dos colas) que se realizó para comparar las medias experimentales 
de los dos métodos, se obtuvo que los dos métodos son diferentes. 
 
 Se realizó una prueba t (contraste de dos colas), en la cual se comparó el resultado obtenido en 
cada método frente a la concentración conocida de acetato de etilo, con lo cual se  tuvo que el 
método cromatográfico es no significativo, por lo tanto este método resulta ser más exacto. 
 
 Con los resultados de la prueba F y t se ratifica que el método cromatográfico, es más exacto 
permitiendo cuantificar de mejor manera el contenido de acetato de etilo en bebidas 
alcohólicas. 
 
 El método óptimo para preparar las muestras se lo hizo mediante una destilación lenta a una 
temperatura de 55°C y 90 rpm, con lo cual se evita perder a los compuestos que se volatilizan 
 88 
rápidamente, además que se utilizó una microfiltración para evitar impurezas que contaminen 
la columna. 
 
 La mejor manera de conservar las muestras destiladas fue almacenarlas en viales herméticos y 
a temperatura de refrigeración, esto permite que no exista perdida de los componentes volátiles. 
 
 El tiempo de añejamiento presenta influencia en la concentración de acetato de etilo, a medida 
que el periodo de añejamiento avanza hay ligeros incrementos de su concentración en bebidas 
alcohólicas. Estos pequeños incrementos son los que le dan a la bebida las características 
propias del ron. De acuerdo a los resultados obtenidos por cada 2 años de añejamiento hay un 
incremento de 5 mg de acetato de etilo/100mL de bebida, se debe considerar las condiciones a 
las cuales son añejadas. 
 
 El contenido de acetato de etilo en las muestras de ron se detalla en la tabla 4.12, al observar 








 Antes de iniciar el trabajo, tanto para el cromatógrafo como otro equipo de medición analítica 
se debe realizar una estabilización oportuna, en el caso del espectrofotómetro por los menos 
unos 15 minutos antes de su uso, mientras que para el cromatógrafo de gases alrededor de 30 
minutos. 
 
 En caso de emplear otro equipo, se recomienda que se realice la validación de todos los 
parámetros cromatográficos, puesto que no todos los equipos responden de igual manera al 
método empleado. 
 
 Si se trabaja con una muestra compleja ésta se debe purificar antes de introducirla en la 
columna, para no obtener cromatogramas llenos de picos fantasmas. 
 
 Se recomienda que la inyección de la muestra se la realice en una sola descarga, verificando 
siempre que en la jeringa no exista la presencia de burbujas de aire 
 
 Se debe realizar el cambio oportuno del “liner” del inyector después de aproximadamente 
100 inyecciones, para evitar que los picos de los analitos no eluyan adecuadamente. 
 
 Se recomienda el cambio de las septas del inyector después de aproximadamente 100 a 150 
inyectadas, para procurar que existan fugas de la muestra. 
 
 El uso de microjeringas de punta roma es necesario para evitar el daño anticipado de la septa. 
 
 Se recomienda que se realice un estudio más profundo del tiempo de reacción para el método 
espectrofotométrico, puesto a que esto influye directamente en la concentración. 
 
 Se recomienda que se realice una investigación más amplia de la calidad de las bebidas que 
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Anexo 13   Norma Venezolana: Determinación de ésteres totales 
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